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A1flE'11AT!ONS 

Amp B : 	 Amphotericine B 

Amp B-desoxy : 	 Amphotericine B desoxycholate 

DNA Desoxycholate de sodium 

Ub Hemoglobine 

GR : 	 Globule rouge 

LDL : 	 Lipoprotéines de faible densité 

(Low Density Lipoprotéins) 

VLDL Lipoprotéines de très faible densité 

(Very Low Density Lipoproteins) 

HDL Lipoprotéines lourde 

(High Density Lipoproteins) 

g!t Gramme par litre 

irtg/dt 	 : milligrame par décilitre 

Meq 	 : milliéquivalent 

in in o I c/l 	: mi lii mole par litre 

hmm 	 : micrornole par minute 

microgramme par millilitre 

GFR 	 : Filtration glomérulaire rénale 

FG 	 : Filtration glomérulaire 

Excrétion fractionnaire 

V 	 : Débit urinaire 

(V/P) créat 	 : Rapport de la créatinine urinaire et 

plasmatique 

Na Sodium 

K' Potassium 

Ca Calcium 

mn 	 : Minute 

LCAT Lecithine cholesterol acyl 

transférase 
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RESUME 

- 	 Le but de ce travail repose sur l'évaluation in vivo de l'effet de 

l'amphotericine B-desoxycholate liée aux lipoprotéines légères " LDL " et 

- 	 lipoprotéines lourdes " HDL sur quelques paramètres sériques et urinaires 

chez le rat Wistar. 

En effet il est admis que, l'amphotericine B agit sur les cellules 

eucaryotiques et procaryotiques en perturbant l'organisation de leurs 

membranes plasmiques entraînant ainsi une altération de structure et aussi 

de la fonction cellulaire. 

Comme tous les antifongiques polyéniques, I'amphotericine B de large 

utilisation clinique induit d'importants effets toxiques ; C'est pourquoi 

beaucoup de stratégies ont été développées pour essayer de réduire la 

toxicité de la formulation commerciale (Amphotericine B-desoxycholate 

Fungizone " à savoir la forme complexée aux lipoprotéines endogènes 

stabilisant ainsi l'activité antifongale. 

Dans le cadre de l'élahoration d'une stratégie de développement en vu 

d'une thérapeutique nouvelle, nous avons étudié l'effet de l'amphoterieine B-

desoxycholate associée aux lipoproreines sériques sur quelques pararnetres 

- 	 sériques et urinaires chez le rat Wistar. 

Dans notre travail, nous nous sommes basés d'une part sur la nature 

des lipoprotéines utilisées notamment les lipoprotéines (L DL, IIDL) qui ont 

été précipitées par la technique de (BURSTEIN et al, 1970), d'autre part 

l'effet de concentrations croissantes d'amphotericine B desoxycholate sur la 

fonction globale du rein 



fl ressort de cette étude que 

• La perfusion de Vamp B-desoxycholate à différentes concentrations 

allant de 2,5 g/ml - 5 ig/ml - 7,5 jig/ml - 10 j.tg/ml chez le rat 

Wistar à une courte durée induit des différentes perturbations 

- Hématologiques (hémoglobine, globule rouge) 

- Troubles électrolytiques plasmatiques, urinaires 

- Troubles de la fonction rénale. 

• L'addition des lipoprotéines sériques, macromolécules renfermant du 

cholestérol un site de fixation à l'antifongique, montrent des effets 

différents sur la toxicité de l'amp B suivant le type de lipoprotéines 

sériques. 

A des concentrations d'ainp B-desoxy de l'ordre de 10 ig/ml après 2 

heures de perfusion, les lipoprotéines lourdes " HDL " à 7,88 g!t induisent 

un effet protecteur important qu'avec les lipoprotéines légères ' 1.1)1. " a 

1,33 g!t. 

Fnfin, des recherches faites in vivo et in vitro aboutissent à des 

résultats contradictoires à savoir 

- In vivo : l'effet protecteur des cellules rénales est assuré uniquement 

- 	 avec les lipoprotéines lourdes " HDL " contre la loXiCite induite par 

l'amp B. 

In vitro 	les deux types de lipoprotéines sériques assurent ta 

protection des cellules animales contre la toxicité induite par l'amp B. 
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INTRODUCTION 

La prolifération des infections fongiques a fait des progrès 

considérables au cours des deux ou trois dernières décennies grâce à l'essor 

de la mycologie médicale qui est en pleine expansion avec l'augmentation 

importante du nombre des patients et par une grande diversité des espèces 

pathogènes (8). 

En général les infections mycosiques sont dues à des champignons 

leuviroformes responsables des lésions profondes (pulmonaires, rénales, 

cardiaque, nerveuses et intestinales) (35, 47, 88). 

A l'heure actuelle les infections fongiques demeurent de plus en plus 

graves causant ainsi une morbidité des patients hospitaliers (82) ; parmi es 

causes de cette évolution on peut citer l'utilisation des aliments industriels, 

l'antibiothérapie prolongé, d'irnmuno-dépresseurs, le syndrôme immuno-

délcicnce (AIDS), ainsi que d'autres facteurs nom cités peuvent être la 

cause â l'apparition des mycoses (36, 52). 

Un phénomène aussi important est la sensibilité des fongis vis-à-vis 

des antifongiques ; de plus il s'est avéré que les mécanismes de résistance 

et de virulence des levures aux antifongiques demeurent pour l'essentiel 

inconnus (35, 104, 105). In vitro ces champignons sont entièrement inhibés 

à des concentrations allant de 0,3 à 1 pg/ml, par contre in vivo, aux doses 

utilisées en clinique chez l'homme l'amphotcricine B n'est que 

fongistatique elle n'a aucune action antibactérienne (3, 35, 73). 

Depuis de nombreuses années, les chercheurs ont établi l'existence 

d'antifongiques agissant contre la plupart des infections fongiques (7, 26, 

31, 44, 51, 60, 70, 108). Parmi ces antifongiques utilisés en clinique, on 

peut citer l'emploi des polyènes tels que la nystatine et l'amphotericine B 

qui se limitent aux candida-systemique tels que (Candida aihicans, 

('r'pIococdus neoformans, I/isIop/(isna cupsii laflunus, Aspergillus 

fumigalus, lilasiomyces dermailciis) ; ( en se liant et en déstabilisant les 

.,..ç 	 •••j. 	. 	''-' 	. 	.-. 	•-.: 	- 
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membranes 	cellulaires 	responsables 	de 	l'effet 	fungicide). 	Les 

griseofulvines (se limitent aux dermatophytes par blocage des microtubules 

intracellulaires). Les fluocytosines (se limitent aux ('w,didu CrypwcoCcus 

par blocage de la synthèse ARN/ADN), et d'autres dérivés immidazoles (se 

limitent aux mycoses superficielles en inhibant la synthèse d'ergostérol 

composant essentiel des cellules fongiques (38, 39, 73, 106). 

Parmi les antifongiques cités précédemment notre étude s'est portée 

sur un polyène : amphotericine B. Par ses caractères physico-chimiques, 

biologiques, biochimiques, le mode d'administration etc , l'amphotericine 

13 de large spectre agit sur les cellules des eucaryotes et procaryotes en 

perturbant l'organisation de leurs membranes plasmiques (27, 49, 96, 108). 

Comme tous les antifongiques polyèniques, l'amphotericine [3 agit en 

formant de véritables pores intra-membranaires par formation d'un 

complexe insoluble amphotericine B-stérol (12, 15, 16) ce qui entraîne une 

augmentation de la perméabilité membranaire de la cellule fongale, une 

perte d'ions et de protéines, une augmentation de l'activité enzymatique et 

une acidification interne par échange Khi' et par conséquent la lyse 

cellulaire (18, 19, 33, 34, 37). 

Cependant, l'amphotericine B reste un antifongique de choix très 

largement utilisée pour la thérapeutique des mycoses (65) qui prennent de 

plus en plus d'ampleur, car il est d'une grande efficacité, mais il pose un 

sérieux problème de toxicité chronique ou aigue tels que : l'effet 

hématologique - les troubles électrolytiques l'effet hépatotoxique --

l'ef1t métabolique (22, 32, 49). 

L'atteinte rénale est ainsi observée lors (le SOfl utilisation, elle est 

dose-dépendante et peut devenir irréversible (le rein est l'organe cible 

critique lors d'une exposition chronique modéré à l'amphotericine B par 

voie intraveineuse qui peut être â ta base de tous ses effets néphrotoxiques; 

en modulant les critères de la filtration glomérulaire, le flux sanguin rénale 

et le désordre électrolytique etc... (5, 56, 63, )3). 



Outre son action antifongique, i'arnphotericine B exerce chez 

l'homme des effets immuno-stimulants à la fois sur l'imrunité humorale et 

cellulaire (activation des macrophages) (77). 

Même avec l'apparition de nouveaux médicaments, et les risques que 

présente l'amphotericine B lors de son utilisation en clinique ; elle reste 

toujours en général, le médicament de choix et le plus efficace pour les 

infections les plus sévères (95, 101) ; c'est pour cela beaucoup de 

recherches ont été faites pour essayer de réduire la cytotoxicité de la 

Fungizone : amphotericine B desoxycliolate (Squibb) ; elle a la 

particularité d'être lipophile et son association avec les lipoprotéines 

conduit à une réduction de sa toxicité sans modifier son activité 

- antifongaic et tout en protégeant l'organisation de la cellule cible en 

particulier la membrane plasmique contre la cytotoxicite induite par 

l'amphotericine B desoxycholate (17, 7 I. 91, 99). 

Selon les travaux de (BRAJTOURG et ai, 1984) sur des expériences 

de cornigration amphotericine B - lipoprotéines - cellules cibles, montrent 

que l'amphotericine B peut se complexer avec les lipoprotéines sériques 

renfermant du cholestérol non estérifié en modifiant ainsi l'interaction du 

polycne avec les cellules cibles et stabilisant ainsi l'activité cytotoxiques 

- 	 des antifongiques polyèniques. En effet, selon les travaux de (BOLARD, 

1980 ; BOLARD, 1986), l'interaction amphotericine B lipoprotéines est 

due aux phospholipides 'de la molécule vecirice. D'après (BRAJTBURG, 

1984) l'amp B â une interaction plus rapide avec les lipoprotéines à basse 

- 	 densité « LDL » qu'avec celle de haute densité « HDL ». 

Des modifications de l'interaction amp B - cellules cibles sont 

possibles en présence des lipoprotéines seriques. Ces modifications 

dépendent d'une part des caractéristiques des lipoprotéines utilisées 

comme molécules vectrices et protectrices et d'autre part du contenu en 

stérol de la cellule cible (89, 106). 

Comme les fractions lipoprotéiqucs LDL (Low Density Lipoprotein) 

et IIDL (tligh Density Lipoprolein) différent par leur composition en 

..---...---.- 	3 



lipides et en apoprotéines selon la technique de précipitation de 

(BURSTE!N et al, 1970) et par la présence des récepteurs BIE 

membranaires pour les lipoprotéines légères LDL ; il est possible que 

	

- 	 l'interaction de l'amphotericine B 	cellule cible, soit différente. La 

réduction de l'effet cytotoxique serait due probablement â une stabilité des 

	

- 	 protéines de transport dans la membrane plasmique (ces protéines de 

transport peuvent être des pompes nécessitant de l'énergie Na' K' Atpase, 

	

- 	 ou des canaux ioniques), et rétablir ainsi les troubles électrolytiques. 

Sur la base d'indications données, nous avons pensé dans le cadre de 

	

- 	 ce travail de faire une étude in vivo de l'effet de l'amphotericine 	B- 

desoxy liée aux lipoprotéines légères ou « LDL » et les lipoprotéines 

	

- 	 lourdes ou « I-IDL » sur quelques paramètres sanguins et urinaires ; c'est 

pourquoi nous avons choisi les rats de types Wistar dune part comme 

	

- 	 modèle de référence bien que le mécanisme de la cyrotoxicité soit 

inconnu ; et d'autre part les lipoprotéines des rats qui sont des 

	

- 	 macromolécules assurant le transport des graisses d'origine exogènes ou 

endogènes sont bien décrites et faciles à isoler du sérum des rats (25, 28). 

	

- 	 Pour cela 10 groupes de rats Wistars (n5) ont été étudiés dans les mêmes 

conditions expérimentales (voir matériel et méthodes). 

4 
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MATÊRIEL ET MÊTHODES 

I - MODELE EXPERIMENTAL 

1.1 - Choix de l'animal 

Notre étude a été effectuée sur les rats mâles de type (Wktar 

albinos) ayant un poids corporel de (150 et 300 g). 

Ces animaux ont été élevés et suivis au sein de notre animalerie 

(Institut des Sciences de la Nature de Tlemcen), et nôurris avec un aliment 

de commerce (type ONAB). L'eau et la nourriture sont fournis à volonté. 

1.2 - Déroulement de l'expérience 

Notre étude a porté sur 10 groupes de rats de cinq rats chacun 

• Un premier lot témoin : rats recevant une perfusion de la solution saline 

à 9 g/1 à un débit de 30 pJ.mn* 

• Un deuxième lot expérimental : ra:s recevant une perfusion de la 

solution desoxychiorate de sodium à un débit de 10 t 1 .mn * 

• Un troisième lot expérimental : rats recevant une perfusion de solution 

amphotericine B-desoxy à différentes concentrations croissantes (2,5 

- 5 ig/ml - 7,5 .ig1ml - 10 tg/mi) à un débit de 10 d.mn 1 . 

• Un quatrième lot expérimental : rats recevant une perfusion de . la 

solution lipoprotéique légère LDL seule à un débit de 10 tl.mn'. 

• Un cinquième lot expérimental : rats recevant une perfusion de solution 

amphotericine B-desoxy associée aux lipoprotéines légères LDL à un 

débit de 10 i1.mn* 

u t.Jn sixième lot expérimental : rats recevant une perfusion de solution 

amphoteiicine B-desoxy associée aux lipoprotéines lourde HDL à un 

débit de 10 pl.mn'. 

1.3 - Préparation des animaux - Protocole expérimentai 

Le protocole expérimental consiste à mettre les animaux par groupe 

de cinq rats dans des cages 

5 
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Dix-huit heures avant l'expérience, les rats sont mis à jeun dans des 

cages à métabolismes. 

Au début de la manipulation l'animal est pesé, puis anesthésié par 

injection intra-péritonale de penta-barbitol à 6% (NEMI3UTAL). 

Après anesthésie, l'animal est placé sur une table chauffante 

thermostatée, permettant de maintenir une température corporelle à 37 oc. 

Une trachéotomie est effectuée, permettant une bonne respiration de 

l'animal anesthésié. 

Un cathéter (PE 50) est introduit dans la veine jugulaire droite pour 

la perfusion de la solution saline à 9 g/l ; à un débit de 30 pl.mn-1 pour les 

rats témoins, et 20 lil.mn-1 pour tous les autres groupes de rats traités. 

Un cathéter (PE 50) est introduit dans la veine jugulaire gauche 

recevant différentes solutions traitées pour les différents groupes de rats 

expérimentaux à un débit de 10 pl.mn-l. 

Afin de pouvoir éviter une déshydratation de !'animal  et de 

compenser les pertes liquidiennes liées à l'intervention chirurgicale 2 à 4 

ml de la solution NaCl à 9 g/l sont administrés. 

Un cathéter (P13 50) rempli d'une solution NaCI à 9 g!l héparinée est 

introduit dans l'artère fémorale pour effectuer des prélèvements sanguins 

toutes les 30 minutes, afin de pouvoir réaliser le dosage d'hémoglobine et 

la numération globulaire. Après chaque prélèvement sanguin l'échantillon 

est centrifugé, les globules rouges sont remis en suspension dans du NaCl à 

9 g/l par la veine fémorale permettant de maintenir la pression artérielle à 

sa valeur initiale. 

Enfin après l'ouverture de l'abdomen selon une incision longitudino-

médiane, des cathéters (P13 50) sont introduis dans les artères droite et 

gauche pour le recueil de l'urine définitive. 

A la fin de l'intervention une compresse imbibée de NaCI à 9 g/l est 

placée sur l'ouverture abdominale afin d'éviter la déshydratation des rats. 

A la fin de l'expérience, un prélèvement sanguin est effectué au 

niveau de l'artère abdominale après centrifugation de ce dernier à 



.,  

3000 tours/minute pendant 10 minutes. Le plasma est prélevé ensuite 

conservé à une température de 5 oc. 

Les expériences de Clearance comportent 4 périodes. La prerniere de 

celle-ci commençant I heure après le temps d'équilibration. La durée de 

chacune des périodes est de 30 minutes. 

1.4 - Traitement des échantillons 

1-4-1. Mesure du débit urinaire 

Le débit urinaire (") est déterminé par pesée en assimilant la 

- 	 densité de J'urine à celle de l ' eau. Les résultats sont exprimés en pl.mn-1. 

14-2. Dosage de la créatinine. l'urée 

- 	 La concentration plasmatique et urinaire de la créatinine, et de Purée 

est déterminée par la méthode colorimétrique (Kit Roehinger, Kit Prochima 

- 	 et par Automat) au service de biochimie du ('.II.LJ de Tlemcen. Les 

résultats sont exprimés en rnmole.l-l. 

1-4-3. Dosage des électrolytes 

Le dosage du sodium, potassium, calcium plasmatique et urinaire est 

- 	 réalisé au service de biochimie du C.H.0 de Tlemcen. L'appareil utilisé est 

l'ionogramme de type (Beckman CX-3). 

- 	 Les valeurs sont exprimées en mmole.1'. 

1-4-4. Dosage des protéines totales 

La concentration de protéines plasmatiques est déterminée par la 

méthode colorimétrique de Buiret. 

- 	 Les valeurs sont exprimées en g/l. 

1-4-5. 	Dosage des 	triglycérides, 	cholestérol 	total 	et 

phospholipides 

Le dosage des triglycérides, cholestérol total et phospholipides se 

- 	 fait par des méthodes enzymatiques (Kit f3oehninger) et par l'Automat au 

service de biochimie du C.FJ.0 de Tlemcen. 

- 	 Les valeurs sont exprimées en mg.dl 1 . 

---..-----.--- 	 7 
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1-4-6. Dosage d'hémoglobine et numération des globules 

rouges 

Le dosage d'hémoglobine se fait par la méthode l'ail Kist. 

Le dénombrement des hématies par les cellules de Thorna. Le 

comptage est réalisé au moyen d'un microscope optique â un grossissement 

G40x10. 

Les résultats sont exprimés en mg/dl pour l'hémoglobine et en 

mm3x 106 pour les hématies. 

1.5 - Calcul, expression des résultats et analyse statistique 

1-5-1. Filtration glornérulaire 

Elle se détermine par la Clearance de la créatinine 

F0 (1fl 	V 
P) 

V 	: le débit urinaire exprimé en (il.mn-l) 

( U J rapport de la créatinine urinaire et plasmatique 

[lIc définit le volume du plasma filtré en une minute au niveau du 

glomérule. Les résultats sont exprimés en (il.mn- I). 

1-5-2. Excrétions fractionnaires 

Pour un élément donné (e), EF% représente le pourcentage de la 

quantité excrétée par rapport à la quantité filtrée dans l'urine. 

L'excrétion fractionnaire est calculée selon la formule suivante 

P 

(u 
- 	 P Iléal 
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rapport de la concentration de l'élément (e) considéré dans l'urine et 

dans le plasma. 

L'excrétion fractionnaire de l'eau est équivalente à l'inverse du 

rapport de la créatinine urinaire et plasmatique. 

1i F 	-. 	

P )VOC41 

15-3. Analyse statistiqùe 

Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne plus ou moins 

I'errçtjr standard. Les différentes moyennes sont comparées pur le lest de 

Student adapté aux petits échantillons. 

Une différence est considérée comme signiFttive pour p < 005. 

11 - PREPARATION DES LIPOI'ROTEINES 

La précipitation des lipoprotéines se fait sur du sérum frais, non 

hépariné et non hémilysé, d'après la technique de (Burstein et colt, 1970) 

grâce aux polyanions l'acide phosphotungstique ( W03-)4 à 4% associé 

au chloiure de magnésium (MgCl2, 61120 2M). 

11.1 - Séparation des lipoprotéines 

La précipitation des lipoprotéines se fait grâce aux polyanions 

principalement l'acide phosphotungstique qui se combine aux lipides des 

lipoprotéines et non aux apoprotéines (Burstein et colt, 1970). 

11-1-1. Solution a préparer 

ai) solutions de précipitation 

- 	 Solution A 

Acide phosphotungslique (4%) à pli 	' 7,6. 4 g d'acide 

- 

	

	 phosphotungstique dans 50 ml d'eau distillée, ajouter lb ml NaOH (IN), 

compléter à 100 mi avec l'eau distillée tout en vé i Fiant le pli. 

. 	 .. 	 . 	 S. 



cfr 

Solution B 

Mg(.7 I2, 6 H20 	2M = 40,66 g dans 100 ml d'eau distillée. 

b) solutions de solubilisation 

Citrate trisodique 	 > 	3,87 g 

NaCI 	 0,64 g 

Mettre dans 100 ml d'eau distillée 

I1-1-2. Mode opératoire 

- 	 Dans un tube a essai, on introduit 

* 	2 ml de sérum frais 

- 	 * 	25 Iii de solution (A) 

* 	100 l.l de solution (B). 

On 	mélange, 	on 	incube 	15 	minutes 	à 	température 	ambiante. On 

centrifuge 10 minutes à 600 tours/minute. On a formation d'un anneau brun 

foncé contenant les VLDL , on récupère le surnageant avec une seringue 

dans un tube sec. 

On solubilise l'anneau contenant les VLI)L dans 	I 	ml de solution de 

solubilisation. 

Au surnageant, on ajoute 

- 	75 	.il de solution (A) 

On mélange et on incube 	15 	minutes à température ambiante. On 

centrifuge 	10 	minutes 	à 	6000 	tr/mn 	les 	LDI. 	précipitées. 	Le 	culot est 

- 	 récupéré dans la solution de solubilisation. 

Au surnageant contenant les IIDL, on ajoute 

- 	I ml de solution (A) 

- 	100 pl de solution (13) 

On mélange et on incube 	I 	heure à température ambiante, puis on 

centrifuge 	10 	minutes à 6000 tr/mn. 	On récupère 	le culot contenant les 

111)1. qui sont solubilisées dans I 	ml de solution de solubilisation. 

, 
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11.2 - Séparation des lipoprotéines par électrophorèse 

sur acétate de ceHu1oe 

I' ri ne i p e 

La préparation des lipoprotéines par électrophorèse sur acétate de 

cellulose se fait en fonction de leur mobilité électrophorétique. Sur acétate 

de cellulose, la séparation des fractions LDL et VLDL en particulier est 

très nette. Les chylomierons restent au point du dépôt. Les HDL migrent le 

plus loin. 

L'électrophorèse des lipoprotéines donne des renseignements dordre 

qualitatifs 	et 	semi-qualitatifs, 	permettant 	de 	donner 	les 	pourcentages 

- 	I réactÇfs, pour un échantillon donné. L'importance de différentes familles de 

lipoprotéines. 

Dans notre travail, 	l'éectrophorèse est effectuée après précipitation 

des 	lipoprotéines Aans 	le 	but 	de 	déterminer 	la 	pureté 	de 	ces 	fractions 

isolées. 

Réactifs utilisés 

• 	Bandes d'acétate de cellulose Titan III lipo. 

• 	Tampon " 1-IR buffer "(I sachet dilué dans 750 ml d'eau distillée) 
• 	Rouge O.R.O (1 flacon dilué dans 100 ml de méthanol) 

Bande de fixation (lipo spray) 

• 	Glycérine pure 

- 	Méthanol pur 

u 	Soude iN 

• 	Papiers buvards 

Mode opératoire 

u 	Le trempage des bandes d'acétate dans le tampon dure 30 minutes. 

• 	5 lil de sérum ou de fraction solubilisée sont déposés sur la bande, par 

une application centrale. 

• 	Les bandes sont placées dans la cuve d'électrophorése la migration dure 

20-25 minutes à 180 Volts. 

_.W 	 . 
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• Environ 5 minutes avant la fin de la migration, on prépare dans un bac 

le mélange suivant : 35 ml de rouge O.R.O + 10 ml de soude IN. 

• A la fin de la migration, les bandes sont mises dans ce mélange pendant 

40 minutes. 

• On les Suit délicatement du colorant et à l'aide d'un coton mouillé, on 

retire doucement le précipité sur les deux l'aces des bandes. On les 

maintenant sous un mince filet d'eau. 

• Les bandes sont ensuite immergées 10 minutes dans un mélange 

composé de 80% de glycérine pure et 20% de méthanol 

• Apres égouttage et séchage, les bandes sont fixées par pulvérisation de 

la bande lipo spray. 

Résultats 

Sur le sérum trois fractions de lipoprotéines sont visuaIiécs : lIDL, 

LDL, ULDL. Les chylomicrons étant très rares. Figures n° 15 et n° 16. 

11.3 - Analyse du contenu lipidique et protéique de 

chaque lipoprotéine 

Les lipoprotéines, précipitées sélectivement, sont solubilisées grâce 

à une solution de solubilisation, le contenu lipidique et protéique de 

chaque fraction lipoprotéique est analysé selon les méthodes suivantes 

113-1. Dosage du cholestérol total 

Le dosage du cholestérol total est effectué sur les fractions 

lipoprotéiques selon la méthode enzymatique (Kit Bochringer) et Automat 

au Service de Biochimie du CHU de Tlemcen. Les valeurs sont exprimées 

en mg dF'. 

11-3-2. Dosage des triglycérides 

Le dosage des triglycérides se fait par méthode colorimétrique 

enzymatique (Kit Boehringer) et par l'autornat au Service de Biochimie du 

('lltJ de Tlemcen. Les valeurs sont exprimées en mg dl - '  

12 
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I1-3-3. Dosage des phospholipides 

Le dosage des phospholipides se fait par la méthode enzymatique 

colorimétrique (Kit Boehringer) et par I'automat au Service de Biochimie 

du CHU de Tlemcen. Les valeurs sont exprimées en mg. dl* 

Les concentrations en phospholipides sont obtenues en multipliant 

celles-ci en phosphore par 25. 

f CJ phospholipides 	[CI phosphore x 25 (nig/l) 

I1-3-4. Dosage des protéines totales 

Le dosage des protéines totales des fractions de lipoprotéines se fait 

par la méthode de Buiret. 

II! - PREPARATION DES SOLUTIONS ANTIFONGIQUES 

Lantifongique polyénique utilisé dans notre travail est le fungizone 

forme commercialisée de l'amphotericine B provenant de Squibb présente 

sous forme de poudre jaune colloïdale. 

Sa composition est la suivante 

50% d'amphotericine B, 38,75% de desoxycholate de sodium, 10% de 

phosphate disodique et 0,887% de phosphate monosodique. 

Les solutions ainsi préparées de concentration allant de 2,5 jg/mI * 

5 tg/rnl - 7,5 .zg/m1 - 10 tg/ml sont gardées à l'abri de la lumière à 4 °C 

pendant au moins 12 heures avant l'utilisation, pour assuier une meilleure 

solubilité. 

IV - PREPARATION AMPHOTERICINE B-DESOXY - LIPOPROTEINES 

Après avoir isolé les fractions lipoproléiques LDL et HDL à partir du 

sérum sanguin frais par la méthode des précipitations. L'amphotericine B 

est d'abord près incubé pendant 25-30. minutes à 37 °C avec des 

lipoprotéines avant d'être utilisé à une concentration égale à 1,3 g/l pour 

les lipoprotéines légères « LDL » et à 7,88 g/I pour les lipoprotéines 

luurd's« 111)1.». 

• , 	
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tip4u'otine !chyli)m ic rons I 	VI. DL J 	LOI H D L 

Densité < 0,94 0,95 - 1006 1.006 - 	1. 1,063 - 4.21 

Mobilité Origine Pré- 

Iectrophoretiquc 

Masse (10 Da) > 15() 5 - 130 0,3 0.6 ri--aille (mm) 100 - 1000 3() - 75 20 U) - 75 

Apoprotéines B, C, E B. C. Ii B A 1 	. C 

principales 

Intestin Foie CL intestin Produit final du Foie intestin Origine 

métabolisme des 

Fonction Transport des Transport TG Transport du Transport du 

TG exogènes endogènes aux cholestérol ci des cholestérol des 

cellules périfériques phospholipides cellules périfériqucs 

aux cellules au l'oie 

Composition 0/ 

PT 2 U) 21 50 

PI 5 	- 16 21 21 

('L 1 7 Il 4 

CE 2 13. 41 16 

TG 90 54 4 1 

Caractéristiques des lipoprotéines 

d'après (L(JC et ai, 1991) ; (iIoE(; J.M et ai. 1986). 
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RESU LTATS ET INTEI P1EFA FIONS 

I— EFFET DE CONCENTRATIONS CROISSANTES I)'AMPÎIOTER ICINE 

B - DESOXY SUR LA FONCTION GLOBALE DU REIN 

Le Tableau I et les Figure I, 2 et 3 indiquent les valeurs du taux de 

l'hémoglobine (E -lb) et le taux des globules rouges (GR) chez les rats 

témoins, et tes rats recevant des concentrations croissantes d'arnphotericine 

Il-desoxy (2,5 ig/ml - 5 ig/ml - 7,5 pg/ml •- 10  

Le taux de l'hémoglobine augmente significativement avec les 

concentrations croissantes d'amphoicricine B-desoxy. ('elle augmentation 

est fortement importante chez les rats traités par 7,5 g/ml et 10 ig/nil 

d'amphotericine B-desoxy comparés aux rats témoins. Cette élévation du 

taux de l'hémoglobine est liée à l'hémolyse des globules rouges (forme 

dentelée) dont le nombre des hématies diminue significativement en 

présence des différentes concentrations d'amp l3-desoxy par rapport aux 

rats témoins. 

Aucune différence significative na élu observée POUF  les protéines et 

l'uiec plasmatique entre les différents groupes de rats étudiés (Tableau 2). 

En revanche la kaliémie tend à étre significativement plus élevec en 

présence d'une solution de desoxycliolate de sodium et aux doses 

circulantes de 7,5 ig/inl et 10 pg/ml d'amphoterici ne R-desoxy par rapport 

à celle retrouvées pour les groupes de rais tciiioins (Tableau 2, Figure 4) 

Bien qu'il existe une légère augmentation de la créatinémie, la 

nattemie et la calcemie chez les groupes de iais traites aucune différence 

significative n'ait été observée cornpaiat ivement aux rats teinoins 

(Tableau 2, Figure 4). 

Par ailleurs, le bilan biochimique du plasma (Tableau 4) ne revele 

aucune différence significative pour le cholestérol, les tiiglycérides et les 

phospholipides comparés aux rats témoins. 

-----. ____--- 	 --.--.- ....---.-.----_-_-------.----.------.-.. 15 
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Paramètres 	 Hb 	 GR 

Groupes 	 (mg/dl) 	 (mni 3 xlO') 

Témoins (n5) 11,12 ± 0,57 6,09 ± 0,77 

Rat + DNA (n5) 12,04 ± 0,14 * 5.64 ± 0,27 

Rat+AmpB 2,5tg/m1 (n5) 
4 

1 12 ,26 ± 0,32 * 5,12 ± 0,11 	* 

Rat-AmpB 5ug/mI (n=5) 13,34 ± 0,14 * 5,06 ± 0,03 * 

Rat+AmpB 7,5tg/ml (n5) 14,18 ± 0,45 * 4,65 ± 0,19 

Rat-4-ArnpB lOzg'ml (n=5) 15.08 ± 0,23 * 	4,31 ± 0.19 * 

I 

L 

' 1 
•1 

t 

Tableau I Valeurs moyennes du taux de [hémoglobine (Hb) et globules rouges (GR) chez les rats témoins et chez 

les rats recevant une cor.entration croissante d'arnphotericine B-desoxy (2.5 - 5 - 7.5 - 10 i.t'ml).  J.  es 

valeurs ont été calculees en prenant la valeurs moyenne obtenue pour chaque expérience P<0.05. 

* : Différence significative par rapport au rats témoins. 
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* Témoins 

* Rats + DNA 

El Rats + AmB 2,5 pg/mI 

O Rats + AmB 5 pg/mI 

* Rats + AmB 7,5 pglml 

• Rats + AmB 10 ig/mI 

Figure 1: Valeurs moyennes du taux des globules rouges et de l'hémoglobine chez 
tes rats recevant une concentration croissante d'Amphotericine B-desoxy 

(2,5 - S - 7,5 - 10 tg/ni!). Les valeurs ont été calculées en prenant la moyenne 
obtenue dans chaque expérience, p  <0,05 
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Figure 2 : Effet de l'arnphotéricine Bdesoxy à différentes concentrations 
sur la fuite de lhérnogobine cellulaire chez les rats Wistar. 
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Figure 3 : Effet de I'Amphotericine B-desoxy sur la fuite 
de l'hémoglobine cellulaire chez les rats Wistar. 

(a): Témoins 	(b): Rat -- Désoxycholat*' de od1urn 	(e): Rat Anip B à 2,5 jg'm 	(d): Rat + Amp B à S g.'rn1 

(e): Rat + .unp B à '.5 ig/mJ 	(f): Rat + Ainp B à 10 jig. , mi 
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• Témoin 

• Rat + DNA 

Rat+AmpB 2,51ig/ml 

D Rat+AmpB 5ii9/inl 

U Rat+AmpB 7,5ig/ml 

• Rat+AmpB 1 OpgJml 

Na (mmole.F 1 ) 

150 

145 
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135 

130 

125 

120 

IâTémoin  

U Rat + DNA 

tJ Rat+AmpB 2,5pgImI 

O Rat+AmpB 5iigJmI 

• Rat+AmpE3 7,5pg/mI 

i! 

Figure 4 : Valeurs moyennes plasmatiques tin passitIIn (KI-), sodium (Na') 

chez les rats recevant une concentration croissante d'AmB-desoxy 

(2,5 - 5 - 7,5 - 10 tgIml). Les valeurs ont été calculées en prenant la moyenne 

obtenue (Jans chaque expérience. p < 0,05 
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Paramètres Prol. Urée Créai Na K Ca 

iGroupes (MmoIeJI) - (mmole/I) (mmIe/I) (mrolefl) (mmole/1) 

Témoins (n5) 	i 59.66 	3.51 7.72 ± L34 7.66 ± 2.51 133.33 	2.51 J 	3.76 ± 1.06 2.90 ± 1.37 

Rat + DNA (n5) 60.18 ± 7.72 6.09 ± 0.49 6.66 ± 2.88 138.01 ± 5.45 5.82 ± 1,28 * - 	2.52 ±0.54 

Rat+AmpB 2,5g/ml 
52.88 ± 4.5 11.43 ± 0.48 6.23 ± 1.12 136.43 ± 1.69 4.86 ± 0.52 1.60 ± 0.41 

Rat+AmpB 5g/ml 
56.33 ± 5.86 6.60 ± 0.79 6.66 ± 2.88 143.43 ± 3.88 4.76 ± 0.40 1.91 	± 0.18 

L (n5) 

R+ 	B7Ç 	'ml ai 	mp 	,..jig t 

± 2.97 6.81 	± 1.40 9.33 :2.3 129.92 ± 3.04 5i9 ± 0.27 * 2 ± 0.112 
(n=5) 

R4tArnpB 1OgmI 
f 	83 ± 3.81 7.15 ± 0.53 10.66 ± 1.54 j 	140.86 ± 2.22 . 	5.87 ± 0.35 ' 2.14 : 0.07 

Tableau 2 : Compositions plasmatiques moyennes des protéines, urée. créatinine. sodium, potassium. calcium chez 

les rats témoins et chez les rats recevant une concentration croissante d'amphotericine B-desoxy 

(2,5 - 5 - 7,5 - 10 pg!ml). Les valeurs ont été calculées en prenant la valeur moyenne obtenue pour 

chaque expérience. P < 0,05. 

* : Différence significati e par rapport a--ix rats témoins. 	 j 

.. 
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Une légère diminution de l'urée, créatinine urinaire (Tableau 3, 

Figure 3) est observée chez les rats traités par l'arnp B-desoxy à une 

concentration allant de 2,5 jig/ml à 7,5 ig/ml comparés aux rats témoins. 

Par contre, une légère augmentation de la concentration de l'urée 

urinaire a été notée chez les rats traités par 10 jig/ml d'amp 13-desoxy par 

rapport aux rats témoins. 

Le bilan électrolytique ui maire est représenté dans le Tableau 3. 

Aucune différence significative n'a été observée pour la natriurie chez tes 

groupes de rats traités par différentes concentrations croissantes 

d'amphotericine B-desoxy comparés aux rats témoins (Figure 5) 

bicnqu'elte ait toute fois tendance à être plus faible chez les rats recevant 

une perfusion de 5 j.ag/ml et 10 .tg/ml d'amphotericine 13 par rapport aux 

autres groupes étudiés. 

Par contre la kaliurie (Tableau 3, Figure 5) a tendance à être 

significativement élevée en présence d'une solution de desoxycholote de 

sodium (DNA) et en présence des différentes concentr:ations 

d'amphotericine B-desoxy. 

A une concentration circulante égale a 2,5 .tg/ml et 5 .ig/ml 

d'ainphotcricine B la calciurie (Tableau 3) est significativement plus basse 

()Oc chez les animaux non traités. Par contre à une concentration de 7,5 

ig/ml à 10 ig/ml d'amp B-desoxy une légère augmentation de la quantité 

excrétée du calcium urinaire est observée par rapport aux rats témoins. 

Le Tableau 5, et la Figure 6 indiquent les valeurs moyennes du débit 

urinaire ( " ), du rapport de la créatinine urinaire à celui du plasma 

(V/P)at de la filtration glomerulaire rénale ( F()R) chez les rats témoins et 

les rats recevant des concentrations croissantes d'amphotericine R-dcsoxy 

(2,5 pg/ml - S tg/mi - 7,5 ig/nrl - 10 llg/rnl) 

La filtration glomerulaire ( F() ainsi que le débit urinaire 

diminuent significativement chez les rats recevant une perfusion 

d'am phot ericine B-desoy à une concentration de 7,5 ig/ml et 10 tg/n)l 

comparés aux témoins. 

,.. ..,, 	 ,,.. 	
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Paramètres Urée Créat. Na Ca' 

Groupes (mmole/I) (MmoIeR) (mmoei1) 	(mmolefl) (mmole/I) 

Témoins (n5) 418.08 ± 61.66 1408.33 ± 579.51 138.78 = 9.03 70.33 	2.80 5.87 ± 0.19 

Rat + DNA (n5) 428.58 ± 5545 991.66 ± 576.80 128 ± 4.09 78.70 ± 8.42 5.05 ± 0.98 

Rat+AmpB 2,5gI0I 
362.5 ± 63.23 1290 ± 411.66 144.62 ± 5.19 89.88 ± 508 4.92 ± 0.50 * 

(n5) 

Rat+AmpB Spg/mI 
398.9 ± 137.57 835 ± 123.18 135.06 :10.42 90.17 ± 7.76 5.05 ± 0.28 * 

(n=$) 

Rai+kmnB 7 Çuv/m 
t  407.52 ± 38.26 869.16 z 217.57 	132.84 	5.97 97.83 ± 4.78 * 6.55 ± 2.11 

L 	
(n5)  

RatAmpB 10gmI 
j 635.08 	248.43 1204.16 ± 609.85 

[ 	
13 1.08 z 5.13 104.6 ± 9.55 * 587 ± 1.03 

(n=5) 

Tableau 3 Composition urina:re moyenne de l'urée, créatinine, sodium, potassium, calcium chez les rats témoins 

et chez les rats receant une concentration croissante darnphotericine B-desoxy (2,5 - 5 - 75 - 

10 iml). Les valeurs ont été calculées en prenant la valeur moyenne obtenue pour chaque expérience. 

p<0,05. 

* Différence significative par rapport aux rats témoins 
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• Témoin 

DRat + DNA 

QRat+AmpB 2,50g/mI 

O Rat+AmpB 5pg/mI 

N Rat+AmpB 7,5ig/mI 

U Rat+AmpB 1 Opg/mI 

Figure 5: Valeurs moyennes urinaires du potassium (K+), sodium (Na+) chez les 
rats recevant une concentration croissante d'Arn B-desoxy (2,5 - 5 - 7.5 - 10 ig/rnl). 

Les valeurs ont été calculées en prenant ta moyenne obtenue dans chaque 
expérience. <0,05 

24 



Na (mmolei 1 ) 

155 

150 

145 

140 

135 

130 

125 

120 

115 

S Témoin 

D Rat + DNA 

O Rat+AmpB 2,5pgii ru 

D Rat+AmpB 5 iig/mI 

S Rat+AmpB 7,5igJmi 

S Rat+AmpB I 0ig/mi 

. 

W (mmoie.1 -1 ) 

4) 
u'. 

100 

80 

60 

40 

2:1 

* 

 

• Témoin 

DRat + DNA 

Rat+AmpB 2,5pg/mi 

O Rat+AmoF3 5p9/mi 
• Rat+AmpB 7,5pg/mi 

S Rat+AmpB 1 Opg/mI 

Figure 5 : Valeurs moyennes urinaires du potassium (l+), sodium (Nai±) chez les 

rats recevant une concentration croissante d'Arn B-desoxy (2,5 - 5 - 7,5 - 10 pg/rnl). 

Les valeurs ont été calculées en prenant la moyenne obtenue dans chaque 

expérience, p  <0,05 
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Paramètres 	Cholestérol 	Triglcerides > Phospholipides 

Groupes 	 mg/dl 	mg'dt 	 mg/ml 

Témoins (0=5) 	82 ± 3 	80.33 ± 1.08 	j 	164.13 ± 9.12 

4 ( n =ç) 	75.66 ± 8.73 	72.95 ± 5.2 3 	167.23 ± 6.39 

! 4 

Rat 	AmpB 2,5.tg/ml 

(n 5) 

Rai + AmpB 5tglml 

(n5) 

Rat - AmpB 7,5ig!ml 

(n=5) 

Rat - AmpB 1(Iigfml 

(n5) 

77 ± 7 	I 70.86 ± 9.73 

	

79.6 7.23 	Il  78.06 	1.88 

	

80.5 ± 1.5 	79.9 ± 12.97 

	

80.53 ± 6.83 	69.85 = 16.S0 

170 ± 20.2 

158.5 ± 12.55 

165.03 ± 12.76 

10.55 ± 20.91 

j Tab!eau 4 Composition plasmatique moyenne du cholestérol, tri!ycérides, phospholipides chez les rats témoins et chez 

es rats recevant une concentration croissante d'amphotericine 8-desoxy (2.5 - 5 - 7.5 - 10 g ml). Les 

valeurs ont été calculées en prenant la valeur moyenne obtenue pour chaque expérience. P < 0.05. 



Paramètres V FG 

Groupes 

 

Mn 1 ) 

Témoins (n =5) 	I 2.71 	M 0.40 	186.87 ± 61.18 430.31 ± 88.17 

Rat + DesoichoIate 
2.62 ± 1.28 148.33 ± 28.86 360.85 ± 194.8 

de sodium (n =5) 

Rat + AmpB 2,5tgImI 
2.04 ± 0.79 204.76 ± 34.87 437.87 	134.53 

(n =5) 

Rat - AmpB ji2 1 mI 

	

2.32 ± 0.28 	138.66 ± 52.53 1  342.47 ± 121.84 	 L 
(n5) 

Rat -- AmçiB '.5ig!mI 

	

1.75 ± 0.25 	95.58 r 30.07 	12.85 	37.72 * 
(n 5 ) 

Rai - AmpB 1sirnI 

	

1.76 ± 0.42 	110.17 55.80 * 	230.92 ± 188.66 * 

1 ah!eau 5 	Valeurs moyennes du débit urinaire ( . ). du rapport de la créatinine urinaire à celui du plasma 

(L P)r de la filtration iomérulaire (FG) chez les rats temoins et chez les rats recevant une 

concentration croissante damphotericine B-desoxv (2,5 - 5 -- 7,5 - 10 .tg/m1). Les valeurs ont été 

calculces en prenant la valeur moyenne obtenue pour chaque expérience. P < 0,05. 

* : Difference significative par rapport aux rats témoins. 
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Figure 6: Valeurs moyennes du débit urinaire (V) de la filtration glomérulaire 

(FG) chez les rats recevant une concentration croissante d'Ainp B-desoxy 

(2,5 - 5 - 7,5 - 10 ptg/ml). Les valeurs ont été calculées en prenant la moyenne 

obtenue dans chaque expérience, p <0,05 
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LJEEi Urée EF EF% 

o  
Groupes 

Témoins (n5) 0 79 z 	i9 1482 z 929 0 	4 z U 16 11.81 ±31A 

 

4zu60 

Rat + Desoxvcholale 
0.74 ± 0.15 54.90 ± 17.18 0.71 ±0.18 10.22 ± 1.53 1.31 ± 0.52 

de sodium (n$) 

Rat + AmpB 2,5g/mi 
0.98 ± 0.75 17.15 z 4.703 * 10.58 	0.005 9.87 ± 2.23 1.65 ± 066 

Rat + AmpB 5tg/mI 
1.39 ± 0.70 48.94 ± 17.00 0.78 = 0.27 25.56 ± 12.87 2.15 ± 0.84 

(n=5) 

Rai + AmpB 7.5pg/mi i 
1.20 ± 0.36 71.78 z 8.50 1.14 z 0.34 20.51 ± 6.66 5.32 ± 4.27 * 

(n=5) 

Rat + AmpB 10g/mI 
 0.57 92.9 z 21.71 	* 1.17 	057 21.43 	9.78 3.31 	± 	1.13 	* 

(n=5> 

Th1cau 6 Valeurs moyennes de l'excrétion fractionnaire de rH:O (EF% H20). sodium (EF°O Na), (potassium 

EF° K''). Urée (EF°Urée) et calcium (EF 3 0 Ca .  ) chez les rats témoins et chez les rats recevant une 

concentration croissante d'amphoiericine B-desoxy (2,5 - 5 - 7.5 - 10 ig/ml). Les :aleurs ont été 

calculées en prenant la valeur moyenne obtenue pour chaque expérience. P < 0,05. 

* : Différence significative par rapport aux rats témoins. 
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Par ailleurs l'excrétion fractionnaire de l'eau rapportée à la quantité 

filtrée (Tableau 6) ne varie pas. Le même résultat à été observé pour 

l'exciétion de sodium et l'excrétion de potassium. 

Puisque l'urée, reste l'une des substances osmotiquement active au 

niveau du rein, sa quantité reste liée à certains critères tels (climats, 

régime, métabolisme, température, etc...), celui ci reste significativement 

élevé en présence d'amphotericine B-desoxy à des concentrations de 7,5 

.ig/n1l et 10 pg/ml par rapport aux rats témoins (Tableau ô) Le même 

résultat à été observé pour l'excrétion fractionnaire du calcium. 

11—EFFET DE LIPOPROTEINES SERIQUE SUR LA FONCTION 

GLOBALE DU REIN INDUITE PAR L'AMPI-IOTERICINE B-

DESOXY A UNE CONCENTRATION DE 10 mg/mi. 

Dans cette série expérimentale, nous avons étudié l'effet d'une dose 

circulante de 10 pg/ml d'amphotericine B-desoxy complexée aux 

lipoprotéines. Pour cela nous avons utilisé les lipoprotéines, légères 

LDL " et lourdes " HDL ", qui ont été précipitées selon la technique de 

(BURSTEIN et col, 1970). 

Le Tableau 7, et les Figures 7, 8, 9 et 10 représentent le taux de 

l'hémoglobine et le taux des globules rouges chez les rats témoins et chez 

les rats traités par l'amphotericine 13-desoxy à 10 pg/nil complexés ou non 

aux lipoprotéines LDL ou HDL. 

Une augmentation significative du taux de l'hémoglobine a été 

observée chez les rats en présence d'amphotericine E3-desoxy complexée 

aux lipoprotéines LDL. Cette augmentation de l'hémoglobine est suivi 

(l'une hémolyse des globules rouges comparées aux témoins. 

Pat 4ilIçurs, l'association d'arnphotericine B-desoxy à 10 pg/ml 

complexée aux lipoprotéines UDL, le taux des hémoglobines tend a se 

réduire comparés aux rats traités par l'amphotcm icine B-desoxy complexée 

au lipoprotéine LDL. Le même résultat est obseuvé pour le taux des 

globules rouges. 

___ 	- ----.- 	2) 
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Paramètres T 
Hb mg/dl GR mm 3 xlO 6  

Groupes 
- 

Témoins (n=5) I 	11,12 i 0,57 6.09 ± 0,77 

Rats 	- LDL (1,56 gII) (n=5) 10,94 	0,24 6.78 ± 0,89 

Rats + HDL (9,45 g/I) (n5) 11,34 	1,56 6.06 ± 0,24 

Rais + Amp-B 1Oig/ml (n5) 15.08 	0,23 * 4.31 	0J9 * 

Rats + Amp-B 10tg/ml + LDL (1,3 g/l) 
15.76 ± 0,28 * 4.15 Z 0,81 	* 

Rats - .Amp-B 10pgnil + HDL (.88 g!l) 
12.64 	0.22 5.16 	0.45 

(n5) 

1 aHeau 	\ aleurs move:ines du taux de l'hémoglobine (Hb) et globules rouges (GR) chez les rats témoins et chez 

les rats recevant une concentration croissante damphotericine B-desoxv (2,5 - 5 - 7,5 - 10 1g/ml). Les 

valeurs ont été calculées en prenant la valeurs moyenne obtenue pour chaque expérience P<0.05. 

*: Difference significative par rapport aux rats témoins. 

1 



c  

Hb (mg.d1 1 ) 

18 
*  

9 Férnoin 

J Rats + LDL (1,56 g/t) 

D Rats + HDL ,9,45 g/I) 

D Rats + Amp-B lOpg/mI 

9 Rats + Amp-B 10ig/m 
+ LOL (1,3 g/I) 

9 Rats + Amp.B lOpg/rnl 
+ HDL (7,88 g/I) 

16 

14 

12 

10 

8 

6 

4 

2 

o 

GR (mmx106 ) 

9 

8 

7 

6+ 

s 

4 

3 

2 

1 

o 

U Témoin 

D Rats + LDL (1,56 gl) 

D Rats + HDL (9,45 g/I) 

O Rats + Arnp-B 1 Opg/mI 

D Rats + Amp-B 1 OtJg/ml 
+ LDL (1,3 g/I) 

U Rats + Amp-B lOpg/rnI 
+ HDL (788 g/I) 

Figur4' 7 : Valeurs moyennes du taux de l'hémoglobine et le taux des globules 
rouges chez les différents lots de rats wistars. Les valeurs ont été calculées en 

prenant la moyenne obtenue daims chaque expérience. p  <0,05 

-- ------- 	--- _, I 



Hb (mgdI) 

19 

16 

17 

16 

15 

14 

13 

12 

11 

10 

t 

D 	 30 	 60 	 90 	 120 

Figure 8: Effet de l'arn photéricine B-desoxy complexée aux lipoprotéines LDL 
sur la fuite de l'hemoglobine cellulaire chez le rats wistars. 

(a): Témoins 	(b): Rat + LDL (1,56 gI) 	(e): Rat - %mp B-deson û 10 g'rn1 	(d): Rat -- Amp B-desoi (â 10 pgmJ)+ LDL (1,3 g/1) 
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Figure 9: Effet de l'amphotéricine B-desoxy complexée aux lipoprotéines HDL 
sur la fuite de l'hémoglobine cellulaire chez le rats. 

(8): Témoins 	(b): Rat- HDL 9,4 g/1) 	(C): Rat + Amp 8-desosy à 10 lig , nI1 	(d): Rat -' Amp 8-de3ox(Ù 10 sg'mJ)+ HDL(7.88 g/1) 
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Figure 10 Effet de t'aniphotéricine B-desoxy complexée aux lipoprotéines LDL 
et aux lipoprotéines HDL sur la fuite de l'hémoglobine cellulaire chez les rats. 

(a): Rat + Amp B-desoy à 10 ginJ + 1DL (1.3 g1) 	(b): Rat -' .&snp B-deaoxy à 10 trrnJ -' HDL (7,88 g/1) 
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Aucune différence significative n'a été observée chez les groupes de 

rats étudiés pour les protéines plasmat iqiies ainsi que la créatinine 

(Tableau 8). Par contre l'urée à tendance à être significativement plus 

faible en présence d'amphotericine B-desoxy à 10 pg/ml complexés aux 

lipoprotéines LDL. 

L'addition d'amphotericine (3-desoxy associée aux lipoprotéines HDL 

(Tableau 8) n'a pas tendance à modifier le taux des protéines, de l'urée et 

de la créatinine plasmatique par rapport aux rats témoins 

Aucune différence significative des électrolytes (Na', K, Ca' ) 

(Tableau 8) n'a été observée après administration des lipoprotéines LDL OU 

IIDL comparés aux témoins. Contrairement une augmentation significative 

des sodium, potassium est notée chez les rats traités par l'amphotericine B-

desoxy à 10 pg/ml complexée aux LDL comparés aux rats témoins 

(Figure Il). 

Le bilan biochimique du plasma (cholestérol, triglycérides, 

phospholipides) ne révèle aucune différence significative entre les 

différents groupes de rats étudiés (Tableau 10) 

Dans cette série expérimentale, on n'observe aucune différence 

significative pour l'urée urinaire (Tableau 9) ainsi que pour la créatinine et 

le calcium urinaire. Pour la natriurée et la kaliurée une différence est 

significative en présence d'amp B-desoxy â 10 pg/ml complexée aux 

lipoprotéines légères ou « LDL » par rapport aux rats témoins (Figure 12). 

Le Tableau 11 et la Figure 13 indiquent les valeurs du débit urinaire 

( 	de la filtration glomerulaire (1--0), du rapport de la créatinine urinaire 

à celui du plasma (U/P)creat chez les rats en présence d'une concentration 

de 10 .tg/ml d'amphotericine B en présence ou en absence des lipoprotines 

légères LDL " et lourdes "1-11)1.. ". 

Aucune différence significative du débit urinaire n'a été notée chez 

les groupes de rats recevant une solution des lipoprotéines légères " 1-DI, 

et une solution de lipoprotéines lourde " MDL " comparés aux rats 

témoins ; le même résultat a été observé"tic la filtration glomerulaire Par 

-----_____. 	 ----.----------------------------- 



ararnère' Protéines Urée 	i Créat. J N a - K Ca 

GroUpe (glt) (mmole/1) (Mmole/I) (mmoe;1) (mmoe/I) (mmole!I) 

Témoins (n5) 59.66 ± 3.51 	J 7.72 ± 1.34 7.66 ± 2.51 133.33 ± 2.51 3,76 ± 1.06 2.90 ± 1.37 

Rat + LDL 
57.33 ± 5.03 	I 6.93 ± 0.50 9.66 ± 0.57 134.55 ± 0.91 4.54 	0.56 2.16 ± 0.23 

(1.56 gfI) (n5)  

Rais +HDL 
62 	5.65 6.82 ± 0.53 7.33 ± 1.52 135.2 ± 3.89 4.52 ± 0.47 2.34 ± 0.05 

(n5)  

Rai+AmpB t 
56.83 ± 3.81 7.15 ± 0.59 10.66 ± 1.54 140.86 z 2.22 5.87 ± 0.35 * 2.14 Za 0.07 

10g'ml (n5) 
 

Rai+AmpB 
1Oig/mI 	LDL 57.6 ± 4.93 5.66 	0.88 10.66 	1.73 142.6 ± 2.6 6.1 ± 0.45 * 2.56 	0.28 
0.3 gU 0=5)  

Rat+AmpB t 

10gImI +HDL 57.33 	7.02 6.6 	= 0.53 9.33 ± 1.55 140.2 ± 1. 9 5  

(7.88g/I)(n=5)  

Tableau 8 Compositions plasmatiques moyennes des protéines, urée. créatinine (Créa ,.). sodurn (Na). potassium 

(K). calcium (Ca) chez les différents lots de rats Wistar. Les valeurs ont eté calculées en prenant la 

valeur moyenne obtenue pour chaque expérience. P < 0.05. 
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Figure Il : Valeurs moyennes plasmatiques du potassium (K-f-), du sodium (Na+) 

-liez les différents lots de rats Wistars. Les valeurs ont été calculées en prenant la 
moyenne obtenue dans chaque expérience. p < ()5 
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Paramètres I rée Créat. Na Ca" 

G roupes (ni moleul) (Mmole/I) (in niole/l) (mmolefl) (mmole/I) 

Témoins (n5) 418.08 ± 61.66 1408.33 ± 579.51 138.78 	9.03 70.33 z 2.80 5.87 ± 0.19 

Rat + LDL 
339.13 ± 40.61 925 ± 213.6 138.79 ± 5.61 67.66 ± 1.98 5.17 ± 0.18 

(1.56 g/I) (n5) 

Rats + HDL 
348 ± 35.88 1048.33 z 77.51 129.85 z 6.06 70.23 z 2.63 5.38 ± 0.92 

(9.45 g/I) (n5)  

Rai+AmpB 
635.08 ± 248.43 1204.16 ± 609.85 . 	131.08 ± 5.13 104.6 z 9.55 * 5.87±1.03 

_____ 

RaiAmpB 10gim 
334.01 z 64.67 106.66 ± 478.15 134.26 z 3.77 t  110.33 z 6.76 * 46 	0.51 

[1LDL (1.3 g'!) (n)  

Ra1AmpB 10ug/m 
-'-HDL ( 7 .88 g'!) -,1 1.85 z 51.62 808.3. 	± 51.62 137.16 z 3.46 t 77.04 z 3.cû * 79 	2.5 

Tahtcau 9 	Composition urinaire moyenne de luree. créatinine(Créai). sodium (Na). potassium (Krn). caftim 

Ca ) chez les différents lots de rats Wistar. Les valeurs ont été calculées en prenant la valeur 

mo enfle obtenue pour chaque expérience. P < 0.05 
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Figure 12 : Valeurs moyennes urinaires du l)OtasSitIlfl (K+), du sodium (Na+) 
chez les différents lots de rats Wistar. Les vakurs ont été calculées 
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Paramètres Cholestérol Triglcerides Phopho1ipides 

Groupes total 	mg'dl mg ml mgldl 

Témoins (n=5) v,2 	3 80.33 = 1.08 164.13 ± 9.12 

Rat + LDL (1,56 g/l) 
72.9 ± 5.91 70.12 = 17.93 160.91 	± 4.34 

(n=5) 

Rat + HDL (9,45 gii) 
80 ± 0.41 77.56 = 8.41 + 	159 	9.42 

(n=5) 

Rat 	ikmpB 10 ugnil 
80.53 ± 6.86 69.85 	16 80 150.55 ± 20.91 

(n=5) 

Rat + AmpB 10 ig/ml 
68.66 ± 9.87 82 	4.67 170.17 ± 2+25 

+ LDL (1,3 g/1) (n=5) 

Rat + AmpB 10&gfml 
73.5 ± 11.75 76.44 	4.53 169.56 ± 17.99 

[DL ('.SS g/l) (n5) 

Tableau 10 Composition plasmatique moyenne du cholestérol. triglycérides, et phospholipides chez les différents 

lots de rats Wistar. Les valeurs ont été calculées en prenant la valeur moyenne obtenue pour chaque 

expérience. P < 0,05. 
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mètres 	 FG 
.: 

t.roupe 

Témoins (n=5) 	1 2.71 ± 0.40 186.87 	61.18 430.31 	88.17 

Rat + LDL 2. 53 ± 1.29 165.06 	21.45 424.19 	1 	4 
- (1.56 glI) (n5) 

Rats + HDL 2.82 ± 0.40 172.43 	35.40 491.54 
(9.45 g!l) (n5)  

Rat+AmpB 1.76 ± 0.42 * 110.17 	550 230.92 ±188,00 I  
IOpg/mI (n5)  

Rat+AmpB I0jig/mI 
1.97 ± 0.04 * 87.5 ± 	12.5 * 193.75 ± 23.48 * 

+LDL (1,3 g/I) (n=5) 

Rat+AmpB lOpg:rnl 
2.08 ± 0.31 15.77 ± 53.99 309.79 r 86.55 

+HDL (7.88 g/I) (n=5) 

lableau 11 . Valeurs moyennes du débit urinaire ("). du rapport de la créatinine urinaire a celui du plasma 

(;'P), rjt  de la filtration gtornerulaire (FG) chez les dif 'ferents lots de rats Wistar. Les valeurs ont été 

calculées en prenant la valeur moyenne obtenue pour chaque expérience. P < 0,05.. 

t 

j 

* 	Difference significative par rapport au rats temoins. 
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Figure 13 : Valeurs moyennes du débit urinaire (V), de la filtration gloniérulaire 
(FG) chez les différents lots de rats Wistar. Les valeurs ont été calculées en prenant 

la moyenne obtenue dans chaque expérience, p  <0,05 
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E}% H 2 0 EF% Urée EF% Na EF% K 	i EF%Ca 
Groupes 	 i 

Témoins (n=5) 	i 0.79 ± 0.39 34.82 z 9.29 0.64 ± 0.16 11.81 	± 2.73 1.44 z 060 

Rat + LDL 0.94 ± 0.51 57.52 t 27.6 	î 0.85 t 0.27 12.69 ± 4.85 1.34 ± 0.47 
(1.56 g/l) (n =5)  

41.33 	zI 	4.17 0.72 z 0.11 Rats + HDL 	0.87 ± 0.49 12.67 ± 1.59 1.71 	± 0.37 
(9.35 gi) (n5)  

Rat+AmpB 1.25 t 0.57 I 	92.9 z 	21.71 1.176 ± 0.57 21.43 ± 9.78 3.31 	1.13 
10igfmI (n5) t 

RaiAmpB 10g/mI  0.68 71.59 z 27.69 t 1.14 z 0.25 29.24 	4. 5.85 ± 2.7 * 
+101 	(1.3 g!I) (n5)  

Rat+AmpB 10tg/mI LIS ± 0.44 49.21 	z 	12.23 1.16 z 0.53 12.21 	z 3.7( 1.4 z fl28 
+HDL (7,88 gï) (n=5) 

I 

Tableau 12 : Valeurs moyennes de [excrétion fractionnaire de FH:O (EF°o H 2 0). sodium (EF°.o Na). potassium 

(Er°0 K). Cree (EF°Uree) et calcium (1117 1 0 •Ca ) chez les differents lots de rats Wistar. Les a1eurs 

ont ete calculees en prenant la valeur moyenne obtenue pour chaque expérience. P < 0,05 

Différence significative par rapport aux rats témoins. 
I, 

-J 



contre l'addition d'amphotericine B-dcsoxy à une concentration égale à 10 

pg/ml complexée aux lipoprotéines légères "1.1)1. le débit urinaiu e 

diminue significativement. Le même t esultat u été observé pour la 

filtration glomerulaire comparés aux rats témoins. 

Le comportement rénal des solutés est résumé dans le (Tableau 12) 

indiquant respectivement les valeurs d'excrétions fractionnaires d'eau, de 

urée, sodium, potassium et calcium chez les différents groupes de jais 

étudiés. 

Aucune différence n'a été observée pour l'excrétion fractionnaire de 

l'eau chez les rats en présence d'ampholcrieinc B-desoxy à 10 pg/ml 

complexée OU flOfl aux lipoprotéines légères « I.M. » ou aux lipoprotéines 

lourdes « IIDL » ; parallèlement à l'excrétion Fractionnaire de sodium 

Une forte augmentation de l'excrétion fractionnaire du potassium est 

notée chez les rats traités par l'amphotcricirie R-dcsoxy à une concentration 

égale à 10 .ig/ml associée aux lipopi oléines légeles « 1.1)1. » Comparées 

aux rats témoins. Le même résultat à éte observé pour l'exci et ion 

fractionnaire du calcium. 

Enfin les teneurs sériques en lipides et en protéines du sérum total et 

les fractions des lipoprotéines VLDL, 1.1)1., 111)1. et les masses sériques 

sont représentés dans les Tableaux 13, 14, 15, lb ci Figure 14. 

On ne note aucune différence significative des lipides ci des 

protéines du sérum totale des VLDL, Î.D1. et 111)1. chez les groupes de rats 

étudiés comparés aux rats témoins. Le même résultat est observé pour les 

masses sériques des différentes fractions lipoprotéines (Tableaux 17, 18, 

19, 20 , Figure 16). 
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Paramètres Cholestérol total Triglycérides Phospholipides Protéines 

Groupes (mgdL) (mg:d) (mg;dl) (g!l) 

Témoins (n5) 8.63 	4.09 64 z 4 27 ± 2.07 0.23 	0.079 

Rat + LDL j 
62.45 	4.81 30.96 z 2.03 0.29 ± 0.02 

Rats + HDL 
6.91 z 2.47 68.9 ± 6.45 31.74 ± 192 0.19 ± 0.04 

(9.45 glU (n=5)  

Rat+AmpB 
6.2 z 	1.9 6 8. 5 z 5 26.8 ± 2.00 0.37 	0.01 

1OgIml (n=5) 

Rat+AmpB 10g/ml 
6.09 z 	1.35 67.2 z 5.94 27.9 z 3.24 0.35 z 0.09 

+LDL 	(1.3 g/l) (n5) 

Rat+AmpB I0pgiml Ç 	1.74 	. 6 8. 2 ± 323 25.8 ± 1.8 0.29 t 0.078 
+HDL (7.88 g/l) (n5) 

Tableau 13 Teneurs moyennes en lipides et en proteines des \LDL sériques chez les rats témoins et chez les rats 

recevant différentes solutions : - une solution de lipoprotéines LDL (1.56 g'l) - une solution de 

lipoproteines de HDL (9.45 g:i) - aniphotericine B-desoxv (10 pgml) - amp B-desoxv 	LDL 

(1,3 gJl) - anip B-desoxv 	HDL (7.88 g.]). Les valeurs ont été calculées en prenant la valeur 

moyenne obtenue pour chaque expérience. P < 0,05 



Paramètres Cholestérol total Trigltride Phospholipides Protine total 

Groupes (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (g'l) 

Témoins (n=5) 15.66 ± 2.!! 2 ± 0.52 2 8.2 2 	8.08 0.19 = 0.062 

Rat + LDL 195 ± 0.65 2.6 ± 0.56 26.9 ± 1.36 0.18 Z 0.03 
(1,56 g/l)_(n=5)  

Rats + HDL 
18 ± 3.60 1.87 ± 0.47 23.22 	t 1.89 	1 0.16 ± 0.02 

(9,45 g/I) (n=5) : 

Rat+AmpB 
15.9 ± 2.9 1.98 ± 0.31 27 ± 4.1 0.19 ± 0.09 

10ug/ml_(n5)  

Rat+AmpB 1Opg'mI 
16.21 ± 3.7 2.64 	0.03 24 ± 2 u.21 	0.03 

+LDL 03 g/l) 0=5)  

Ral+AmpB 10g/ml 14.53 	2.67 u.87 	U. 15 24 ± 3 0.19 = 0.W2 
-HDL (7.88 g!!) (n=5) 

C 

e. 

Tableau 14 Teneurs moyennes en lipides et en protenes des LDL seriques chez les rats lemoins et chez les rats 

recevant différentes solutions 	- une soution de lponroteines LDL (1.56 ;l) - une solution de 

lipoproteines de HDL (9.45 g:l) - amphotericine B-desoxv (13 pS ni]) - amp B-desoxv 	LDL (1.3 	1) 

- arnp B-desoxv 	HDL (7,88 2!1) Les valeurs ont eté calculées en prenant la valeur moyenne obtenue 

pour chaque expérience P < 0.05 



Paramètres 	Cholestérol total Triglycérides Phosphnlipides Protéine total 

Groupes (m (mg'dl) (m -,:'d g (g/l) 

Témoins (n=5) .IS z 7.54 7.08 z 	1.10 124.32 z 24.48 1.6 ± 0.045 

Rat + LDL 45.56 z 5.31 6.1 	z 0.25 121.72 	z 	10.77 1.55 ± 0.63 
(1.56 g/I) (n5)  

Rats + HDL 39.4 ± 11.9 5.01 t 0.56 109.94 z 10.02 2.15 ± 0.38 
(9.45 g/l) (n5)  

Rat+AmpB 47.4 ± 7.5 6.9 	z ().21 120 	4 1.59 	0.44 
10ig/ml (n=5)  

Rat+AmpB lOug.'ml 469 	z 7.59 	. 5. 1 1 ± 0.95 10 8. 7  4 = 9.63 1.59 z 0.44 
+ LDL (1.3 giU (n5)  

RatAmpB 10g.'mI 56.4 ± 11.46 6.08 z o.54 121.92 	z 4.2 1.5 ± 0.45 
0.88 guI 05) 

lableau 15 : Teneurs moyennes en lipides et en protéines des HDL seriues chez les rats témoins et chez les rats 

recevant différentes solutions - une solution de lipoprotéines LDL (1.56 ail) - une solution de 

lipoproteines de HDL (9.45 g!) - amphotericine B-desoxv (10 !.iin1l) - amp B-desoxv - LDL (1.3 gil) 

- amp B-desoxy HDL (7.88 g!). Les valeurs ont été calcu!ees en prenant la valeur moyenne obtenue 

pour chaque expérience. P < 0.05. 
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Paramètres VLDL LDL HDL Masse totale 

Groupes (gil) (g;: 1) ( g ! 1) sérique 	(gi) 

Témoins (n5) 1.22 	0.065 0.65 ± 0.047 3.94 ± 0.262 5.81 ± 1.758 

Rat + LDL 1.26 ± 0.101 0.67 ± 0.030 	I 3.23 ± 0.485 5.22 ± 1.340 
(1,56 g/1) (n=5)  

Rats + HDL 1.26 ± 0.103 0.58 ± 0.055 3.68 ± 0.537 5.52 ± 1.62 
(9,45 g/I) (n5)  

Rat+AmpB 
• 1.39 t 0.041 0.63 10.080 3.62 ± 0.696 5.66 ± 1.55 

lOpg/ml_(n=5)  

Rat+AmpB IOig/ml 
1.35 ± 0.085 0.63 ± 0.075 	. 3.20 ± 0.578 5.18 t 1.325 

+LDL (1,3 gIl) (n5) -  

RatAmpB IOjigIml 
1.28 	0.092 j 	0.66 	0.095 3.34 t 0.528 5.28 ± 1.402 

+HDL (7.88 g/1)(n=5) 

Tableau 16 : Masse seriques en lipoproteines des VLDL. LDL. HDL chez les rats témoins et chez les rats recevant 

différentes solutions = - une solution de lipoproteines LDL (156 gI) - une solution de lipoprotéines 

de HDL (9.45 gel) -. amphotericine B-desoxv (10 l.i'ml) - arnp B-desoxv ± LDL (1.3 gI) - anip B-

desoxv + HDL (7,88 g/l). Les valeurs ont été calculées en prenant la valeur moyenne obtenue pour 

chaque expérience. P < 0.05. 
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Figure 14: Masses sériques totales en lipoprotéines des LOL et Il DI, 
chez les différents lots de rats Wistar. Les valeurs ont été calculées 
en prenant la moyenne obtenue dans chaque expérience. p <0,05 
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Figure 15 : 	- a - Profil densitométrique des fractions li)oprotéIques 

du sérum total chez le rat Wkiar 

b - Profil densitomélrique de la fraction lipoproieiqiae 

légère « LUI. » 

-- c - Profil detisitométrique de la fraction lipoproléàque 

lotir de « 11 DI. » 

ir 
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Figure lb 	Séparation des ljJ)O1)f'4)éLfltS par électrophorè s e SUS .  l)aI$t$eS 

d'atélale de cellulose Chef. les rais itmoins. 
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Figure 17 : Séparation des lipoprotéines par électrophorèse 

sur bandes d'acétate (le cellulose chez les rais recevant 

de lif)OprOiétllt « 11)1 » à 1,5 g!1. 
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! 4 : 

hgure 18 Séparation des lipoprotéifles par él
ec trophorèse sur bandes 

d'acétate de cellulose chez les rats recevant une concentration 

d'amPhOten1ci 	
B à I O ig/rnl associée aux Il I) L à 7,88 

glI. 
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Figure 19 : Séparation des lipoprotéines Par éIectrOPhOEèSC sur 
bades 

d'acétate de ce1IuIOS chez les rats recevant une concentratinon 

d'amphoteriCifle B à 10 tgIrnl associée aux 11)1 à 1,3 g/l. 
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Figure 20 : Séparation des 	
par électrophorèse 

	

sur bandes d'acélate de 	Uulose citez les rats recevant 

de lipoproteilles < 111)1. » 	9.4- 	il. 
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DISCUSSION 

I - INTRODUCTION 

Il est largement accepté, que l'a iii liot cri ci ne R tir) a ni bi ot iq uc 

- 	 polyéne agit sur les cellules des eucaryotes et des procaryotes en modifiant 

la perméabilité de la membrane cellulaire par formations des pores 

- 	 conduisant à une perte d'éléments intracellulaires (K ,Mg 2  ,Ca 2  ,PO41 ,.. ) 

provoquant ainsi la mort ou la lyse cellulaire (34, 43, 62, 70. 69, 109). 

L'activité antifongique des polyénes en général, et de l'amphotcricine 

R en particulier a motivé jusqu'à présent plusieurs chercheurs Il est pour 

une large part lié à l'interaction de cette molécule de caiacitSre amphiphile 

aux lipides des membranes cellulaires (45) , il s'agit de l'ergostérol pour 

les levures et les fongis, et du cholestérol pour les cellules animales ce qui 

serait à l'origine de l'effet toxique chez la cellule cible (IL 12, 55, 64, 66, 

80, 9(,). 

Selon les travaux de (ROIARD, 1986) réalisés in vitro sur le 

- ( 'tuu/,da-alhicans et les erythrocytes de souris montrent que, 

l'ampliotericine B est sélectivement plus toxique vis a vis des cellules 

fongiques à des concentrations de l'ordre (le 1,8 1iM que vis-à-vis des 

cellules animales à des concentrations de l'ordre de ô p M. Cette toxicité 

sélective des polyènes macrolides aux cellules fongiques est liée par la 

sensibilité de l'action des stérols des membranes 1iolotiques et titilicielle. 

- 	 (54, 59). 

En effet, un nombre d'études récentes ont contribué à une meilleure 

coniprehensibri du mécanisme par lequel l'ampholericine R exerce sou effet 

néphiotoxique, ceci est le facteur majeur limitant l'utilisation médicale de 

cet antifongique (10, 30, 75). 

Cependant, l'amphotericine li modifie la perineahilité des membi.ures 

des cellules tubulaires rénales par interactions aux siét oIs des membranes 

luririnales (03 rn  I 13) Par ailleurs (les charn'rnrenls liiniIvir.rnritiii. I'.uIiI\ 

- 	., . 	
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surviennent (97). Ceux ci se manifestent : par une chute de la filtration 

glomérulaire (FGR), une réduction du flux sanguin rénal, acidose tubulaire 

distale et des troubles électrolytiques en général (42, 48, 58, 63, 75, 81, 

94, 102). 

- 	 En outre, l'utilisation de Vamp B est dose dépendante (I, 2, 98). 

L'administration d'antifongique intraveineuse â une concentration de 0,5 

mg/kg/jour chez le chien entraîne une néphrotoxicité permanente 

provoquant ainsi la mort de l'animal (92). 

En revanche, chez les humains à une forte dose d'amp B, l'atteinte 

rénale est constante (5, 24). Cependant un apport en sel (I litre à 0,9% de 

NaCI) reste l'une des mesures pouvant améliorer la néphrotoxicité chez les 

- 	 humains traités par I'amphotericine B (78) 

En raison de son caractère fortement hydrophobe, son insolubilité 

dans le milieu aqueux, son instabilité, et sa haute toxicité ont mené les 

auteurs à étudier la structure physico-chimique de la molécule en modifiant 

ainsi les différentes formes d'amphotericine B â savoir la forme 
fi monomère soluble ", " oligomères soluble " et " agrégat insoluble " en 

entraînant alors une modification de l'interaction de l'antifongique avec les 

membranes des cellules cibles (hôte) et par conséquent une réduction de 

- 	 l'effet cytotoxique. 

Cependant les formes monomères et oligoméres solubles montrent 

leur effet toxique important chez les cellules fongiques. Par contre l'ampB 

sous forme d'agrégats exprime son effet toxique chez les cellules animales 

- 	 notamment les globules rouges et les cellules rénales (6, I I, 76) 

Par ailleurs, beaucoup de stratégies ont été développees pour essayer 

- 	 de réduire la toxicité de la formulation commerciale l'amphcieiciucR- 

desoxycholate (Fungizone) représente une nouvelle approche pouvant 

- 

	

	 améliorer son index thérapeutique ; l'amp}3 est lipophile et SOfl association 

avec les liposomes (composés de diniyristoryl phosphotidyl choline 

- 	 " DMPC " et dimyristoryl phosphotidyl glycérol 	DMPG ") et la 

formulation d'une émulsion lipidique dans des modeles animaux 	rats 

S7 
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conduit à un effet protecteur basé sur la modification de l'affinité de 

l'ampli, et diminue sur transfère sélectif du complexe lipidique aux 

cellules animales contenant du cholestérol, tout en présentant la haute 

efficacité contre les cellules fongiques (4, 46, 6 I, 74, 90, 91, 110, I t I). 

Cependant, des études ultérieures sont nécessaires pour évaluer 

l'efficacité et la sécurité de ces nouvelles formulations possible de 

l'ampB : c'est la forme complexée aux lipoprotéines endogènes. 

-  L'utilisation de ces macromolécules circulantes, très: actives, de 

structure sphérique de 7 à 25 mm de dimension et chargée de cholestérol 

(4), 67, 72) offrent à la molécule d'amphotericine B d'une part un 

environnement hydrophobe (triglycéride, cholestérol estérifié) ce qui rend 

la molécule plus soluble dans le milieu biologique, et d'autre part par leur 

- 

	

	cholestérol non estérifié (hydrophile) un site de fixation à l'antifongique 

(BRAJTBJJR.G 1990). Les lipoprotéines sériques peuvent modifier 

- 

	

	 l'interaction de l'amphotericine B avec les cellules cibles qui sont à 

l'origine de l'effet toxique, selon le même auteur l'interaction de 

- 	 l'amphotericine B est plus rapide avec les lipoprotéines à basse densité 

LDL qu'avec celle de haute densité " MDL "(71). 

- 	 C'est dans cette optique que plusieurs recherches ont été réalisées 

En effet selon les travaux de BRAJBtJRG (1984, 1986) faits in vitro 

sur les erythrocytes humaines, montrent que l'effet cytotoxique de 

-. 

	

	 l'amphotericine B est réduit en présence des lipoprotéines sériques " IDI. 

ou les lipoprotéines sériques " MDL ". 

- - 	 Par ailleurs, chez les cellules animales telle que les globules rouges 

(BOUCIIERIT z., 1995) montre in vitro, que l'amphotericinc B complexee 

aux lipoprotéines réduit la cytotoxicité induite par l'antifongique 

- 

	

	Cependant, l'effet protecteur des lipoprotéines légères " LE)l. " est 

inférieur à celui observé avec les lipoprotéines lourdes ou " H[)L ". 

En effet chez les levures e exemple Saec/uirmyces cervi.v#ae 

- 

	

	 (BEDRANE, M.A, 1997) montre que l'amp B garde son effet toxique sur la 

levure. En effet, la croissance cellulaire de •Vaccharonsyces cerevisiae est 

'!- Y ••- 	
___ 
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fortement inhibée par l'amp B liée aux lipoprotéines sériques à une 

coneeiii iat ion de 2 ig/m I 

* 	 En outre, les travaux antérieurs de (WASAN, 1994 WASAN, 1995) 

sur les cellules rénales montrent que, l'arnphotericine B associée aux 

lipoprotéines lourdes ou " IIDL " réduit l'effet cytotoxique par rapport aux 

lipoprotéines légères ou " LDL (86). 

Dans ce contexte, nous avons entrepris une étude in vivo sur 

l'influence des lipoprotéines légères ' LDL " et lipoprotéines lourdes 

HDL sur la cytotoxicité induite par l'amphotericine B chez les " rats 

Wistars " comme modèle expérimental (voir matériels et méthodes), en 

réalisant quelques dosages biochimiques, hématologiques et sur le 

comportement rénal des solutés. 

II - EFFET DE L'AMPHOTERIC!NE B-DESOXY SUR LÉ TAUX 

DE L'HEMOGLOBINE 

Dans les études présentes, nous avons examiné l'influence des 

lipoprotéines lourdes à haute densité ' III)!. " et les hpoproteirie.s legeres a 

basse densité ou " LDL " sur le taux de l'hémoglobine induite par 

l'amphotericine B-desoxy qui est considérée comme l'une des premières 

étapes de toxicité cellulaire de l'antifongique. 

Selon nos résultats expérimentaux (chapitre interprétation des 

résultats) il semble que l'utilisation des lipoprotéines lourdes FIDL à une 

concentration de 7,88 g/l pure assure probablement un effet protecteur du 

taux de l'hémoglobine contre l'hémolyse induite par l'ainphotericinc (3-

desoxy à une dose de 10 (lg/ml chez les rats Wistar. Cette protection est 

presque nulle quand l'amphotericine B est associée aux lipoprotéines LDL 

à 1,3 g!1, cela est probablement due selon (MILLER, 1975 SIIAW, 1987 

et BRAJTBIJRG, 1990) à la présence du cholestérol non estérifié qui est un 

site de fixation de l'amphotericine B pour les lipoprotéines lourdes- OU 

HDL, alors que les LDL constituent la forme d'apport du cholesterol vers 

les différents tissus (foie, rein,...). La présence des lipoprotéines augmente 

le volume de distribution de l'amphotericine B dans l'organisme 
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- 	 Par ailleurs, selon les expériences faites in vitro sur le globule rouge 

humain selon (BOUCHER1T Z., 1995) suggère que, les deux types de 

lipoprotéines " HDL " et " LDL " assurent la protection du globule rouge 

contre la fuite de l'hémoglobine induite par l'antifongique â une 

concentration de 5 pg/ml. 

Selon les expériences de (KOTI.FR. BRAJRLtRG, 1979) faites sur les 

erythiocytes humaines, celles des rats et des lapins, suggèrent une relation 

entre la fuite des ions potassium et l'hémolyse induite par l'amphotericine 

B. La libération de l'hémoglobine observée est due probablement à la 

libération du potassium entraînant alors la lyse de la cellule. - 

III - EFFET DE L'AMPHOTERIC!NE B-DESOXY SUR LE 

METABOLISME DES ELECTROLYTES 

Le rein des mammifères en général est un organe principal dans la 

régulation hydro-électrolytique dont le dysfonctionnement peut engendrer 

- 	 des troubles ioniques importants provoquant la lyse cellulaire (68). 

L'hyperkaliémie observée dans nos expériences pendant une courte 

durée de perfusion d'amphotericine B-desoxy chez les rats Wistar, reflète 

probablement des modifications dans la perméabilité au potassium des 

membranes cellulaires, se traduisant probablement par une fuite exagérée 

du potassium urinaire. Cela soutient probablement l'hypothèse suivante 

que la toxicité de l'antifongique est dirigée aux cellules tubulaires 

distales, qui à ce niveau se fait la régulation de l'excrétion du K en 

fonction des conditions métaboliques, semble être ahteee par 

l'amphotericine B-desoxy (27, 96). 

Par ailleurs, plusieurs auteurs confirment une hypokaléinie pendant 

la thérapie de l'amphotericine B ; des niveaux aussi bas que 0,8 meqll ont 

été enregistrés. Cela soutient l'idée que l'arnphotericine B augmente la 

perméabilité au potassium des cellules tubulaires distales. 

- 	 Cependant, selon les travaux de (NICIIOL, 1994 ; HARDI, 1991 

BUTLER, 1969) sur des études faites in vivo chez les rats, chez l'homme, 



- 	 - 

— 	 et in-vitro dans les préparations isolées de vessies de tortues, montrent que 

l'amphotericine B engendre une perte de polassium rénal en augmentant la 

perméabilité des cellules tubulaires distales provoquant ainsi la lyse 

cellulaire. 

IV - EFFET DE L'AMPItOI'ERICENE B-DESOXY SUR LA 

FILTRATION GLOMERULAIRE RENALE (FGR) 

Le rein participe à l'élimination de nombreux médicaments tek que 

I 'amphotericine B par l'excrétion urinaire, par le biais d'un transport 

tubulaire et d'une filtration glomérulaire mise en évidence par les 

expériences de clearance (27, 94). 

La chute dans la filtration glomérulaire mesurée par la clearance de 

la créatinine chez les rats Wistar traités par l'amphotericine 11-desoxy à 

différentes concentrations pourrait être due à l'effet de cet' antifongique 

sur les cellules mesangiaies du glomerule ainsi que sur la modification de 

l'aspect hemodynamique influencé par plusieurs l'acteurs tels que la 

pression de filtration, le débit urinaire etc.... Nos résultats sont en accord 

avec ceux de l'équipe de (BUTLER, 1964 ; IJEIDMAN, 1983 ; SABRA, 

1990) confirmant une chute importante de la filtration glomerulaire FOR 

suivie d'une réduction du flux plasmatique rénal FPR chez les patients 

traités par l'amphotericinè B à une courte durée de perfusion. 

En revanche l'injetion d'amphotericine B chez les rats à une, dose 

d'antifongique égaie à 1 mg/Kg/h entraîne une diminution du FOR (TOLIN, 

1991 ; TOLIN, 1988). Par ailleurs les mêmes résultats ont été observés 

chez les chiens après une perfusion d'amphotericine B égale à 5 pg/Kg / 

30mn (BUTLER, 1961). 

ô' 
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V - ETUDE QUANTITATIVE DES LIPOPROTEINES SERIQUES 

LEGERES " !DL" ET LOURDES " FIDL" EN ABSENCE ET 

EN PRESENCE D'AMPHOTERICINE B-DESOXY A 10 Mg/mI 

Dans celte partie du travail nous avons entrepris une étude 

quantitative des lipoprotéines légères 	LDL " des lipoprotéines lourdes 

l-IDL " en absence et en présence d'amphotericine B-desoxy dans le but 

de déterminer les teneurs et les compositions de ces deux types de 

lipoprotéines sériques 

Il ressort des résultats obtenus jusqu'à présent dans nos expériences 

que le profil lipoprotéiques des rats Wistars normaux est différent de celui 

de l'homme adulte (Figure 15). En effet il est caractérisé par .des taux bas 

en 1.1)1., le rat :  dépend de sa richesse en FIDI, pour livrer le cholestérol et 

des phospholipides aux tissus (voir chapitre interprétation des résultats). 

Nos résultats confirment les études montrées par (FAEGERMAN et 

MECHLLI, 1989) qui montrent que la majorité des VLDL et catabolisé 

dans le foie et seule une petite partie est dégradée en l.DL d'où faible 

teneur sérique en LDL chez les rats comparés à l'homme adulte où la 

majorité des VLDL est convertie en LDL. Selon (HA. Y, 1990 ; MOR'I'ON, 

1990) l'enzyme LCAT responsable de l'activité de transfert de l'ester du 

cholestérol entre HOL et LDL est absent chez le rat d'où une faible teneur 

en LDL comparée à l'homm'e. 

Le profil lipoprotéique à la suite d'une électrophorèse des 

lipoprotéines chez les rats Wistars après injection d'une dose circulante 

d'amphotericine B égale à 10 g/ml n'est pas différent de celui des rats 

témoins. Cependant peu de recherches ont été effectuées dans ce domaine, 

• mais il semble que l'antifongique polyénique n'a aucune action sur la 

quantité du contenu en lipides et en protéines (apoprotéine) des 

lipoprotéines sériques, leur rôle est donc de vecteur et de protecteur 

modifiant ainsi l'interaction de l'amphotericine [4 - cellule cible par la 

présence du chqlestérol non estérifié des lipoprotéines sériques qui est un 

site de complexation à l'amphotcricine R. 
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Par 	ailleurs, 	il 	serait 	probable 	de 	moduler 	l'interaction 

amphotericine B - lipoprotéines - cellules cibles par modification de la 

'qualité de la molécule lipoprotéine vectrice, conduisant à une baisse de 

toxicité de l'amphotericine B ; cela a été vérifié récemment par (SOUZA, 

1994), qui montre in vivo chez les souris, et les humains traités à 

l'amphotericine B qu'une émulsion riche en triglycéride (chylomicrons, 

VLDL et LDL) ont un effet protecteur et réduisent la toxicité de 

l'amphotericine B (29). 11 reste à chercher, si l'interaction de 

I'amphotericine B aux lipoprotéines observée sous des conditions 

d'administration chronique et l'alimentation aurait des effets miscibles à 

long terme. 

A travers nos résultats expérimentaux, il semble que l'effet 

protecteur des lipoprotéines légères, LDL observé chez les rats Wistars est 

minime (réduit) par rapport à celui observé pour les lipoprotéines lourdes 

ou IIDI, au niveau des cellules rénales, cela est due probablement selon 

(WASAN, 1994) (1ll)ù l'internalisation par phénomène d'endocytose de 

l'amphotericine B véhiculé par les [,DL, qui Ont un récepteur 131E 

membranaire spécifique situé dans des sites particuliers de la surface 

cellulaire, ces LDL sont constitués essentiellement de cholestérol estérifié 

qui est dégradé (hydrolysé) en cholestérol non estérifié (libre) constituant 

Ufl Site de fixation à l'amphtericine 13 et de ce fait renforce la toxicité 

- 	 intracellulaire de l'antifongique dans les cellules cibles. 

1-nf'in, 	il est possible donc de moduler l'internalisation de 

- 

	

	 l'amphotericine B - lipoprotéine [,Dl-, en ie,Iisant de nombreuses mutations 

génétiques portant sur le récepteur LDL sa synthèse et son transport à la 

- 

	

	 surface membranaire rendant impossible l'endocytose du complexe LE)l, 

récepteur et donc une non fixation de l'amphotericine B - lipoprotéine l.l)L 

- 

	

	 par conséquent une diminution de l'effet cytotoxique, jusqu'à présent ce 

type de mécanisme n'a jamais été mis en évidence cette proposition mérite 

- 	 une enquête dans les prochaines études. 

( 
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Figure 21 : Interaction directe de 

lipoprotéines - I A) L - Allal)  B 	cellule réii ale 

(D'après WASAN et al., 1995) 
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CONCLUSION 

Le travail réalisé nous a permis d'évaluer l'effet de l'amp R-

desoxycholate complexée aux lipoprotéines sériques sur la toxicité induite 

par l'antifongique chez le rat Wistar. 

Comme tous les polyènes, l'amp B se lie aux stérols et destabilise les 

membranes cellulaires avec formation des porcs et une augmentation de la 

perméabilité cellulaire responsable de l'effet fungicide (12, 37, 06, 108) 

En effet, il est largement admis que , Vamp 13 de caractere 

amphilique permet aux lipoprotéines sériques renfermant du cholestérol 

une meilleure fixation à l'antifongique conduisant piobablement à une 

réduction de sa toxicité et une conservation de l'efficacité de 

l'amphotericine B avec les cellules cibles (91). 

Récemment, des études physiologiques effectuées in vivo et in vitro 

ont permis de connaître les effets cytotoxiques de l'an) R envers la cellule 

cible ; c'est pour cela nous nous sommes proposes ici d'étudier l'influence 

des lipoprotéines " LDL , " HDL " sur la toxicité induite par 

l'antifongique et de résumer quelques progrès récents en comprenant son 

effet sur la fonction globale du rein chez le rat Wistar. 

Les résultats que nous avons obtenus chez les rats traités par l'amp 

R-desoxy après deux heures de perfusion montrent que 

• L'amp B-desoxy à différentes concentrations 2,5 .*g/unl 	5.. pg/ml 

7,5 i g/m I - 10 ig/m I induit des perturbations 	hématologique 

(henioglohine, globule rouge) troubles électrolytiques 

plasmatiques, urinaires. Ces perturbations obtenues sont de plus n 

plus importantes selon les concentrations croissantes d'amp Rdcsuy 

utilisées. 

• L'addition des lipoprotéines sériques natives montrent des effets 

différents sur la toxicité suivant le type de lipoprnteiues sériques 

. . . 
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- A une concentration d'amp B-desoxy de l'ordre de 10 pg/rnI, les 

lipoprotéines lourdes ou I-IDL à 7,8e g/l induisent un effet 

protecteur important qu'avec les lipoprotéincs légères ou LOI. à 

1,33 g/ 1. 

- ('es résultats sont en accord avec (WASAN 1994, WASAN 1995) 

qui confirment que l'effet protecteur observe chez les cellules 

rénales est assuré avec les lipoprotéines lourdes. IIDL induite par 

l'amphotericine B. 

Sur la base de ces données, en vu d'une thérapeutique antifongique, 

la stratégie serait donc une étude approfondie de l'effet de l'arnp B lice aux 

lipoprotéines sériques LDL sur la toxicité en changeant la configuration 

(les récepteurs aux LDL qui est la principale cible moléculaire affectée, ou 

alors une diminution du nombre des récepteurs membranaires aux 1.1)1. et 

par conséquent une réduction de l'effet cytotoxique induite par l'a-mp R. ('e 

type de mécanisme n'a jamais été mis en évidence chez la cellule animale 

en général. 
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