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Relations entre la fixation tissulaire’
et la durée d’action des trypanocides

par F. BENAZET

Cette note, consacrée a ['étude de la distribu-
tion de quelques irypanocides préventifs chez
Je rat, montre que ces produits ont tous la pro-
priété de se fixer dans certains organes et d'y
persister longtemps.

Cette fixation tissulaire paralt le plus impor-
tant des facteurs qui conditionnent la durée
d'action des médicaments frypanocides.

MATERIEL ET METHODES

Nous avons comparé a la pentamidine (Lomi-
dine, formule 1), trois produits qui ont été récem-
ment découverts et étudiés dans les Laboratoires
de Recherches de MAY & BAKER Ltd (Dagenham,
Essex) :

1o le métamidium (1-10) sous forme de chlo-
rhydrate de chlorure (formule Il © M & B 4404).

20 je métamidium, sous forme de surami-
nate (Moranylate) (M & B 4.427).

30 un nouveau dérivé analogue de la phénan-

thridine (2), sous forme de chlorhydrate de chlo- .
" valles échelonnés aprés |'administration des

_ L., ) . - produits ; leur sang est recueilli sur héparine, le
Les produits ont été dosés chez le rat a des

intervalles échelonnés de trente minutes d huit ¢
mois aprés leur administration par voie sous- -

rure (formule lll ; M & B 4.596).

cutanée, 4 I'aide d’une méthode biologique con-
sistant & déterminer I'activité curative du sang
ou de broyats d'organes des rafs sur une infec-
tion expérimentale a Trypanosoma brucei ou Q
Trypanesoma congolense de la souris.

* Texie d'une communication présentée au 1°T Congrés
| 1 ml de sang des rats traités (sang de 5 & 10 rafs)

internaiional de Pharmacologie-Stockholm 22-258.61).

Rev. Elev. Méd. vét. Pays trop. 1962, 15, n° 1.
Recu pour publication en octobre 1961.
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ADMINISTRATION DES PRODUITS

Les produits ont été administrés au rat en un
traitement unique, les doses étant contenues dans
le volume de 10 mi/kg.

Lapentamidine aétédonnéeensolution aqueuse
sous forme d'iséthionate a la dose de 50 mg/kg
s. C., ‘ :
le chlorhydrate de chlorure de métamidium en
solution aqueuse aux doses de 20-50-500 mg/kg
s. C.,

le suraminate de métamidium en suspension
aqueuse aux doses de 20 et ZQO mg/kg s. c.,

le M & B 4596 en solution aqueuse & la dose de
20 mg/kg s. <. 3

Les doses sont exprimées, selon le cas, en
base ou en hydroxyde d'ammonium quater-
naire.

DOSAGES DANS' LE SANG
ET LES ORGANES DE RATS

Les rats sont sacrifiés par groupes a inter-

foie et la rate prélevés et broyés en présence de
soluté physiologique (2 ml de soluté physiolo-
gique pour 1 g d'organe).

Des groupes de cing souris inoculées 48 heures
avant par voie intrapéritonéale’ a I'aide d'une

~ suspension de T. congolense (pour les dosages

des dérivés de la phénanthridine) ou par voie

| sous-cutanée a l'aide d'une suspension de T.

brucei (pour les dosages de pentamidine),
recoivent en injection sous-cutanée unique, soit

ou de ses dilutions en sang de rat normal, soit

. 1 ml de broyats de foie ou de rate (organes de
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5 a 10 rats broyés ensemble) ou de leurs dilu-
tions en soluté physiologique. Parallélement,
des souris sont traitées par voie sous-cutanée a
des doses échelonnées du produit a doser.
L'évolution de l'infection est suivie par la
recherche fous les deux jours des trypanosomes
dans le sang des souris pendant trois semaines.

On détermine les dilutions auxquelles le sang et

les broyats d'organes des rafs traités avec
chaque produit empéchent I'apparition des para-
sites chez la moitié des souris et la DC 4, du
produit correspondant ; de leur comparaison
I'on déduit la quantité de ce produit contenue
dans 1 ml de sang ou 1 g d'organe.

La sensibilité de cette méthode de dosage est
bonne dans le cas des produits trés actifs comme
les phénanthridines, mais beaucoup moins
dans le cas de la pentamidine. Les concentrations
qu'elle permet de déceler sont de l'ordre de
50 ug/ml (ou 50 ug/qg) de pentamidine, de 0,05 a
0,75 ng/ml de M. & B. 4404, de 0,25 a 1 pg/m! de
M. & B. 4427, de 5 ug/ml de M. & B. 4.5%6.

RESULTATS

Il n'a pas été décelé de produit dans fe sang
des rats aux temps ob nous I'avons recherché,
soit 30 minutes, 1-4-24-48 heures aprés |'admi-
nistration de 200 mg/kg s. c. de suraminate de
métamidium ou de 50 mg/kg s. ¢. de chlorhy-
drate de chlorure de métamidium. Aprés admi-
nistration d'une dose dix fois plus forte de ce
dernier produit (500 mg/kg s. ¢.), nous en avons
décelé seulement de faibles concentrations aux
emps 4 h et 24 h (respectivement 0,4 et 0,2 ug/ml),
mais non au temps 8 jours.

Les résultats des dosages dans le foie et la rate
sont rassemblés dans le tableau ci-annexé.

Ce tableau montre que I'on décéle du produit
actif dans le foie des rats pendant 4 & 8 jours
apres I'administration de 50 mg/kg s. c. de pen-
tamidine, dans le foie et la rate pendant plus de
3 mois aprés I'injection de 50 mg/kg s. c. de
chlorhydrate de chlorure de métamidium.

Aprés administration de 20 mg/kg s. ¢., du
produit actif est décelable dans le foie pendant
au moins 6 mois dans le cas de M, & B. 4.596,
pendant plus d'un mois, mais moins de trois mois,
dans le cas du suraminate de métamidium pen-
dant 2 mois lorsqu’il s'agit de chlorhydrate de
chlorure de métamidium.
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DISCUSSION

Ces essais montrent que les produits étudiés
sont décelables dans certains organes (foie,
rate) dés les premiéres heures qui suivent leur
administration par voie sous-cutanée et pendant
un femps qui varie selon le produit et la dose
administrés, de quelques jours a plusieurs mois.

Au contraire ces produits ne sont pas déce-
lables dans le sang ou, s'ils ie sont, c’est seule-
ment pendant une période trés bréveet a la con-

“dition que la dose administrée soit importante.

Ce comportement particulier des trypanocides
préventifs a été déja observé par divers auteurs
pour la pentamidine et d'autres produits que
ceux qui font I'objet de cette étude, a I aide de
méthodes de dosage différentes de la nétre.

Ainsi FULTON (5), aprés administration de
stilbamidine marquée au C!* par voie intravei-
neuse ou intrapéritonéale au raf, n'a décelé du
produit que pendant les deux premiéres heures
dans le sang, mais.en a trouvé pendant plusieurs
mois dans les organes (foie et reins en particu-
lier).

LAUNOY, GUILLOT et JONCHERE (7, uti-
lisant deux- pentamidines marquées au C¥#
en deux points différents de la molécule, ont
moniré que ce produit est décelable pendant
plus d'un mois dans le foie et pendant plus de
sept mois dans les reins, aprés son administra-
tion au rat a la dose de 5 mg/kg:i. m., alors qu'il
n'est trouvé & aucun moment dans le sang.
Aprés administration d'une dose dix fois plus
forte (50 mg/kg/i. m.), il n’est décelé dans le sang
que d’'une fagon trés transitoire.

GOODWIN et coll. (6) ont eTudle la réparti-
tion d’un dérivé de la phénanthridine (éthane-
sulfonate de carbidium) chez le lapin, la souris
et le rat a I'aide d'une méthode de dosage colo-
rimétrique. lls n'ont pas pu le meftre en évidence
dans le sang apres administration au lapin par
voies infrapéritonéale ou sous-cutanée. Chez la
souris, le produit est décelable dans le sang im-
médiatement aprés une administration par
voie intraveineuse, mais ne I'est plus trente
minutes plus tard ; chez le rat, il est décelé dans
le foie et les reins, mais non dans I'urine,

De méme, A. E. TAYLOR (%) n'a pu mettre
en évidernce de proThxdmm dans le sang ni dans
I'urine de raf aprés injection de 7,5 mg/kg i. p.
de produit, clors qu'elle en a trouvé pendant
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sept jours dans le foie et les reins; I'autofluo-

rescence du prothidium a permis de voir que,
dans le foie, le produit se trouve dans les cellules
parenchymateuses et aussi dans les cellules de
KUPFFER. A. E. TAYLOR estime que I'activité
prophylactique du prothidium est due, au moins
en partie, a sa fixation par le foie.

concernant divers trypanocides préventifs sont
concordantes et concourent & montrer la réten-
tion de ces produits dans certains organes (le
foie et les reins en particulier) et leur disparition
trés rapide du sang circulant, Nos essais les
confirment et étendent leur validité a d’autres

montrent, en outre, que le produit fixé se trouve
dans les organes sous une forme active ; c'est
précisément l'intérét de notre méthode biolo-
gique de dosage de déceler les produits sous leur
forme active alors que les méthodes physicochi-
miques de dosage font courir le risque de doser
un produit inactif ou au contraire de laisser pas-
ser inapergu un métabolite actif. Par contre, elle
ne permet pas de reconnaitre si 'activité d’un
trypanocide est li¢e au produit lui-méme ou a
un métabolite de ce produit.

Ce comportement des trypanocides préventifs
les oppose aux trypanocides curatifs (arseni-
caux, Bérénil) qui eux sont décelables dans le
sang, ne paraissent pas retenus dans les organes
mais sont au contraire rapidement éliminés par
I'urine.

Il 'est donc probable que la fixation tissulaire
et l'action trypanocide préventive sont liées.
semble méme y avoir une relation étroite entre

tainement aussi de la vitesse de diffusion des pro-
duits & partir du point d’injection. Une expéri-
mentation de SAUVEL (8) concernant le sura-
minate de métamidium parait démontrer qu’un
ralentissement de la vitesse de diffusion entraine
un allongement de la durée d'action de ce pro-

. duit. En effet, cet auteur a observé que le sura-
Les observations que nous avens rappelées

la durée de protection que conférent les trypano-
cides et leur persistance dans les organes. Ainsi, -

une dose de 20 mg/kg s. c. de M. & B. 4.596 qui
protége le rat pendant plus de dix mois vis-a-vis
d'une infection a T. congolense détermine des
concentrations hépatiques décelables par notre
méthode de dosage pendant environ six mois, le

M. & B. 4.404, a la méme dose protége sept mois -

il est décelable dans le foie pendant deux mois;

& la dose de 50 mg/kg s. c., la pentamidine pro- -

tége un mois vis-a-vis d'une infection a T. brucei
et peut étre décelée pendant quelques jours seu-
lement.

Cependant la fixation tissulaire des trypano-
cides préventifs n'est pas le seul facteur qui con-

ditionne leur durée d’action. Celle-ci dépend cer- |
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minate de métamidium administré & des bou-
villons par voie sous-cutanée les protége pen-
dant plus longtemps que la méme dose de ce
produit administrée par voie intraveineuse. Or,
I'administration sous-cutanée de suraminate de
métamidium provoque la formation au point

+ d'injection d'un dépdt de produit qui ne se
médicaments préventifs des trypanosomoses. Ils ‘

résorbe que trés lentement.

C'est probablement aussi parce qu'elles déter-
minent un dépét au point d'injection que les
combinaisons insolubles pentamidine-suramine
[COSAR et coll. (3)] et éthidium-suramine
[DESOWITZ (4)] ont, administrées en Suspen-
sion par voie sous-cutanée, une action préven-
tive plus prolongée que chacun de leurs consti-
tuants administré par la méme voie a dose équi-
valente en solution aqueuse. De plus, le ralentis-
sement de la vitesse de diffusion des produits que
provoque leur injection sous forme de com-
plexes insolubles a pour conséquence de per-
mettre l'administration de doses qui seraient
toxiques pour I'animal si le produit éfait injecté
sous une forme soluble et d'augmenter ainsi
les doses de produit utilisables pour la préven-
tion des trypanosomoses.

Si la formation d'un dépét au point d'injection
a pour effet de prolonger la durée d'action de
certains trypanocides, ce dépot n'est cependant
pas nécessaire pour qu'un produit manifeste
une activité de longue durée. En effet, comme
nous I'avons rappelé ci-dessus, la pentamidine,
le métamidium, le produit M. & B.4.596 adminis-
irés par voie sous-cutanée sous forme de sels
solubles manifestent une action préventive pro-
longée. ]

Le dépdt peut méme avoir une influence défa-
vorable s'it empéche la diffusion. du produit en
provoquant une réaction locale qui aboutit
rapidement a son enkystement etlempéche com-
pléetement sa diffusion dans I'organisme.

Si la formation d’'un dépdt sous-cutané n’est
pas nécessaire, elle ne parait pas non plus suffi-
sante a conférer a un frypanocide une longue
durée d'action. Ainsi I'administration de Bérénil




Retour au menu

TABLEAU 1 - Concentrations des produits en Fg/ g dtorgane
Métamidium
Pentamidine, - M.B 5 '
iséthionate chlorhydrate de chlorure suraninate -B. 459
‘ (M.B. 4404) (M.B, 4427) ‘
Temps des ,
1 50 ug/ 50 ng/! 20 mg/ 20mg/k§ 20mg/kg
prélévenents s/c (IS s/c (b /e (I}S ‘ s/c (b s/c (v)
foie foie rate foie foie rate  foie
4 heures 100 40 40
1 jour 115 3
2 jours 4
4 jours 55 45 45
8 jours 55 345 0,5
- 15 jours 120 100 0,35 1,5
: 1 mois 1,5 15 | 1,5 0,45 )
' 2 mois 0,85 66
i 3 mois 1,5 15 0,4 1 1 28
i 4 mois 0,1 3
5 mois 0,8 7
6 mois 8
8 mois 6

(a) doses exprimées en base. (b) doses exprimées en hydroxyde d'ammonium quaternaire.

(1) W = C-C>-o(cﬂ ) o-@-f = NH

2 NHZ

() 3 )

N , Ol ,HCL
NN = N— o
\'C’i-Nﬂz olt un seul z= =N=N=-
NH
et les trois autres z = -H
isomére rouge’ iscmére poﬁrpre

Le métamidium (II) est un mélange de ces deux iscméres. (a.pproximativement 45 %

d’isamére rouge + 55 % d’'isomére pourpre).

N- </_'\\. |
Be -

» CL , 2HCL

(111)
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par voie sous-cutanée aux bovins sous forme
d'un complexe insoluble Bérénil-suramine, bien
qu'il provoque un dépdt au point d'injection, ne
prolonge pas notablement la durée de I'action
préventive du Bérénil vis-a-vis de la trypanoso-
mose a T. congolense.

des ftrypanocides soit une propriété nécessaire
pour qu'ils manifestent une activité préventive
de longue durée ; leur éventuelle aptitude a for-
mer un dépdt au point d'injection apparait
comme une propriété complémentaire utile,
mais non indispensable.

Si I'importance de la fixation tissulaire des
trypanocides comme facteur conditionnant leur
durée d'action ne fait pas de doute, il reste cepen-
dant de nombreux points a éclaircir, en particu-
lier les raisons pour lesquelles I'action préventive
persiste chez |'animal alors que les produits
ne sont plus décelables dans les organes, le lieu

fisance de sensibilité de notre méthode de dosage
ou par la rétention des produits dans des organes
oU nous ne les avons pas recherchés (reins en
particulier). Quant aux trois derniéres ques-
tions posées, nous ne pouvons pour l'instant y

. répondre valablement.
En somme, il semble que I'affinité tissulaire |

CONCLUSION

L'étude de la répartition de quelques trypano-

* cides préventifs (phénanthridines, pentamidine)

du stockage des produits (parenchymes, fissu

conjonctif ou cellules réticulo-endothéliales des
organes), le mécanisme par lequel le produit
fixé sur les tissus agit sur les trypanosomes, la
forme (produit non modifié ou métabolite) sous
taquelle il agit.

La persistance de la protection des animaux
aprés la disparition des produits du foie et de la
rate est probablement explicable par une insuf-

chez le rat a I'aide d'une méthode de dosage
biologique montre que ces produits se trouvent
en quantité appréciable dans les organes pen-
dant plusieurs semaines ou mois aprés leur
administration par voie sous-cutanée. Au con-
traire, ils ne sont pas décelables dans le sang ou
ne le sont que pendant un temps trés court.

Cette fixation tissulaire parait le plus impor- -

tant des facteurs qui conditionnent la durée-d'ac-
tion des trypanocides ; celle-ci dépend aussi de
la vitesse de diffusion des produits, en particu-
lier de leur aptitude éventuelle aformer un dépét
au point d'injection, mais I'importance de ces
facteurs semble secondaire.

Laborateire de Recherches pharmaceutiques
de la Société des Usines chimiques
Rhéne-Poulenc
Vitry-sur-Seine

SUMMARY

Relations between Tissue Fixation and duration of activity of Trypanocides

Research on the distribution of the prophylactic trypanocides (phénathridin, pentamidin) in the
rat by biclogical dosage, shows that these drugs are found in significant quantities in the organs
for several weeks or months after sub-cutaneous administration. On the contrary, they cannot
be detected in the blood except for a very short period after administration.

This tissue fixation appears to play a most important part in the duration of the trypanocidal
activity. This is also related to the speed of diffusion of the drugs and in particular, their possible
property of forming a deposit at the site of injection. However, the latter fact seems less important.

RESUMEN

Relacion entre la fijacion tisular y la duracion de accion de algunos tripanocidas

El estudio de la distribuccion de algunos tripanocidas preventivos en la rata {fenantridinas y

penfamidina), empleando un metodo de dosificacion biologico, ha demostrado que estos productos
permanecen en cantidad apreciable en los organos durante algunas semanas despues desu adminis-
tracion por via subeutanea. Al contrariano son revelados en la sangre o lo son durante un periodo
muy corto. ‘
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Esta fijacion tisular parece explicar el mas importante de los factores que condicionan la durac-
cion de los tripanocidas ; la cual depende tambien de la velocidad de difusion de estos productos,
en particular de su aptitud para formar depositos eventuales en el punto de inyeccion aunque la
importancia de estos factores parece secundaria.
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