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| - INTRODUCTION - ENONCE DU PROBLEME

La consommation des arilles du fruit non mir du fisanier (Blighia sapida,
Sapindaceae) provoque une intoxication aigué mortelle. De type saisonnier et
récurrent, cette intoxication se manifeste le plus souvent sous forme d’épidémies
d’encéphalopathie aigué fatale (EAF) sans cause apparente. Les enfants d’age
préscolaire en sont les principales victimes. La létalité observée varie de 80 a 100%
[46, 59].

Cette intoxication est due a l'hypoglycine A (HGA) [29, 71], phytotoxine
présente dans le fruit immature a des concentrations cent fois plus élevées que
dans le fruit mar [13, 8].

L’HGA est un puissant agent hypoglycémiant. Il agit au niveau du cycle de la
néoglucogenése, mais ne fait pas intervenir l’insuline [49].

En 1998, une épidémie d’EAF due a la consommation du fisanier a été
observée en zone rurale dans la région sud-ouest du Burkina Faso. Vingt neuf (29)
cas ont été formellement identifiés entre janvier et mai 1998 chez les enfants en
age préscolaire [46]. Plusieurs cas d’intoxication fortement suspects ont été
également signalés en Cote d’lvoire, au Bénin et au Togo [59].

L’intoxication par le fisanier est bien connu en Jamaique et aux Etats Unis,
sous le nom de « Jamaican Vomiting Sickness (Maladie Vomitive du Jamaique) » ou
encore « Toxic Hypoglycemic Syndrom (Syndrome d’hypoglycémie Toxique) »
[26, 1, 54].

Les cas d’intoxications semblent beaucoup plus répandus qu’on ne le croit et
seraient responsables d’un nombre substantiel de décés inexpliqués, surtout dans
la population pédiatrique [46].

Le danger de l’intoxication au fisanier parait insuffisamment connu dans les
regions d’Afrique ou ’arbre en cause est rencontré. Des campagnes d’information,
ainsi que d’éducation des enfants, les principales victimes ont donc été proposées
afin de réduire au maximum le risque d’accident [46].

Toutefois, le caractére fatal de cette intoxication exige d’associer aux
mesures de prévention, une prise en charge thérapeutique adéquate des cas afin

de réduire la létalité, voire d’éliminer totalement le risque vital.
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Cependant, il n’existe pas encore de traitement antidotique connu. Le
traitement actuel n’est que palliatif et ne permet pas toujours d’éviter ’évolution
fatale.

L'usage du bleu de méthyléne (BM) a été proposé, a partir de certaines
observations [39] :

- le BM est efficace pour prévenir et traiter [’encéphalopathie provoquée par
’ifosfamide (substance utilisée en chimiothérapie anticancéreuse) [37, 18].

- il existe de trés proches similitudes entre le mécanisme d’action des
métabolites de l’hypoglycine A (substance toxique du fisanier) et celui des
métabolites de l’ifosfamide [39].

Le BM pourrait donc étre efficace pour traiter l'intoxication due a
’hypoglycine A,

Le but de ce travail est de fournir une base expérimentale a cette hypothése,
et donc de tester ’efficacité du BM en tant qu’antidote lors de l’intoxication par

les fruits immatures du fisanier chez la souris.
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Il - OBJECTIFS

2.1 - OBJECTIF GENERAL

Etudier l’effet du BM chez la souris, aprés intoxication expérimentale par

un extrait hydroalcoolique de fruits non mirs du fisanier.

2,2 - OBJECTIFS SPECIFIQUES

1. Déterminer les doses létales 50 et 100 (DLsy et DLigo) de ’extrait de fruits

non mirs du fisanier.

2. Décrire les principaux signes cliniques et biologiques de l'intoxication

aigué chez la souris.
3. Déterminer la dose efficace 50 (DEsg) de BM chez la souris.

4, Déterminer le délai minimum d’intervention et l’intérét de mesures

thérapeutiques associées (adjonction de glucose).



GENERALITES

Il - GENERALITES

3.1 - LE FISANIER: Blighia sapida (Sapindaceae)

3.1.1 - Origine et distribution

Blighia sapida est un arbre originaire d’Afrique, commun aux régions de
savane. On le rencontre dans la plupart des pays d’Afrique de [’ouest, ainsi que
dans quelques pays d’Afrique Centrale [28]. Il est couramment appelé « fisanier »
en francais, « ackee apple » en anglais.

Au Burkina Faso, on le rencontre surtout dans la région sud-ouest
(Bobo-dioulasso / Banfora) ou il est trés répandu, mais également dans la région
centrale. Selon les régions d’implantation, il est connu sous differents noms
vernaculaires (Annexe 1).

L’arbre fut introduit aux Antilles (Jamaique) en 1778 par un marin anglais du
nom de William Bligh a [’époque du commerce triangulaire. Il a été rapidement
adopté et est depuis lors couramment cultivé dans les jardins et le long des
artéres. De la Jamaique, le fisanier a été répandu a d’autres iles des Antilles
(Haiti, Trinidad et Bahamas). Par la suite, I’arbre a été introduit en Amérique du
sud (Surinam, Venezuela, Colombie, Escuador et Brésil) puis aux Etats unis (Floride)

et en Angleterre [53].

3.1.2 - Description
Le fisanier appartient a la famille des Sapindaceae. La description de |’arbre
et de ses fruits a été rappelée par Guevart et collaborateurs [28].
« |l s’agit d’un arbre au port de hétre, pouvant atteindre une hauteur de 25 a 30
meétres, avec des racines proéminentes a la base du tronc. Son feuillage est massif,
avec une couronne dense de branches étalées et portées par un tronc robuste.
Celui-ci peut atteindre 1,5 a 2 m de diameétre. Les branches inférieures s’inclinent

vers le sol.
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L’écorce est blanche ou sombre et rude, recouvrant un bois dont la séve est
blanche ou légérement gris-brun. Le coeur du bois est de couleur rouge-brun, demi-
dur et fibreux, trés résistant aux insectes.

Les feuilles sont longues d’une quinzaine de centimetres. Elles sont
composées, paripennées portant 3 a 5 paires de folioles veloutées en dessous. Elles
sont de forme ovale, terminées en pointe; de couleur vert-foncé et brillantes a la
base supérieure.

Les fleurs sont petites, de couleur verdatre ou blanche. Elles mesurent moins
de un centimetre, et sont disposées en grappes axillaires.

Les fruits, de la grosseur d’une petite poire sont de couleur rose a rouge, de
forme ovale, marqués par trois cotes saillantes de cing a six centimeétres de long,
parfois plus. Ils contiennent un a trois noyaux de la grosseur d’une noix de
muscade, de couleur noire et brillants. Ces noyaux sont surmontés d’une masse de
chair couleur ivoire, blanc ou créme, qui possede un goiit de noisette ou d’avocat.
La graine noire est d’un golt détestable ».

Le fisanier est spontané dans les régions de forét. En Afrique de I’Ouest, il est
habituellement planté dans les vergers ou en bordure des champs. Son feuillage est
tres ombrageux, de sorte qu’il ne s’integre dans les champs qu’avec de larges
écartements. La reproduction se fait par les graines essentiellement. La culture se
fait par semis en place ou en pépiniére. Les premiéres fructifications ont lieux
quatre a cing ans apres le semis. La récolte se fait par ramassage successif, lorsque
les fruits mirs tombent au sol, sans dommage pour la partie comestible [28].

La valeur énergétique des arilles du fisanier a été estimée a environ 151 Kcal

pour 100g d’arilles frais. Divers nutriments y ont été identifiés et dosés(Tableau 1).
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Tableau | : Valeur nutritive pour 100g d’arilles frais [53].

Nutriments (enTgpaer‘rl:;e)
- Protéines 8,75
- Graisses 18,78
- Fibres 3,45
- Carbohydrates 9,55
- Phosphores 0,098
- Calcium 0,083
- Fer 0,006
- Thiamine 0,001
- Riboflavine 0,002
- Niacine 0,04
- Acide ascorbique 0,065

- Humidité 57,6
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PLANCHE 1 : tmages des fruits non murs du fisanier.
A et B : fruits non mirs du fisanier, de couleur orange ou rouge et de forme ovale.

Source : A. http://www.albion.edu/plants/bligsapg.htm
B. http://www.brevardrarefruit.org/photos/akee.html
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PLANCHE 2 : Images des fruits murs du fisanier
A. et B. fruits mUrs du fisanier s’ouvrant suivant trois lobes et laissant
apparaitre les noyaux et les ariltes. Ny. Noyau ; Ar. Arilles ; Env. Enveloppe.

Source : A. http://www.albion.edu/plants/bligsapg.htm
B.http://www.brevardrarefruit.org/photos/akee.html
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3.1.3 - Usages
Le fisanier est utilisé pour divers usages, selon les régions d’implantation. En
plus de la consommation des arilles mdrs, on note une utilisation en médecine
traditionnelle, ainsi que pour certains usages domestiques. Les différentes parties

de la plante (écorces, feuilles, fruits m(rs et immatures, racines...) sont utilisées.

3.1.3.1 - Usage alimentaire

C’est la partie chamue du fruit (surmontant les noyaux) qui est consommée,
cuite ou encore crue. Elle est communément appelée arille.

Au Burkina Faso, les arilles sont surtout utilisés comme |égumes pour la
préparation des sauces, principalement dans la région sud-ouest. Par contre, en
Cote d’ivoire et au Ghana, ils sont trés peu consommeés.

En Amérique latine et aux Antilles, |a consommation des arilles est assez
répandue, surtout en Jamaique ou le fruit est connu sous le nom de « fruit
national de la Jamaique ». Les arilles sont trés prisés dans cette région et ils y sont

méme mis en boites de conserve. Ce qui donne lieu a un commerce industriel.

3.1.3.2 - Usage en médecine traditionnelle [53].

- En Coéte d’lvoire, une mixture d’écorce, mélangée a du piment est utilisée en
pommade pour traiter les douleurs. Les jeunes feuilles écrasées sont
appliquées sur le front, pour soigner les migraines séveres. Ecrasées avec du
sel, les feuilles sont utilisées en cataplasme dans les cas d’ulcéres. Le filtrat
des feuilles écrasées est employé comme collyre dans le traitement des
conjonctivites et autres ophtalmies.

- Au Brésil, de petites doses répétées d’un extrait aqueux de noyaux sont
utilisées comme antiparasitaire. Le traitement est suivi par un purgatif salin
ou huileux.

Les Cubains utilisent une mixture d’arilles mirs, de sucre et de cannelles

comme fébrifuge, ainsi que dans le traitement des dysenteries.
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- En Colombie, les feuilles et l’écorce sont considérés comme stomachique.
Diverses préparations sont également utilisées dans le traitement de

I’épilepsie et de la fievre jaune.

3.1.3.3 - Autres usages [53].

Le fruit:

En Afrique de ’Ouest, les fruits verts (qui produisent de la mousse dans |’eau)
sont quelques fois utilisés pour la lessive.

Les fruits écrasés sont employés comme toxique pour pécher les poissons. Les
noyaux, riches en huile et l’enveloppe riche en potasse sont utilisés dans la

fabrication de savon.

Les fleurs:
A Cuba, les extraits de fleurs sont beaucoup appréciés pour leurs senteurs et

sont utilisés comme eau de cologne.

L’écorce:
Au Ghana, la mixture chaude des écorces pulvérisées et de poivre moulu est

utilisée pour ses propriétés stimulantes, en application sur le corps.

Le bois:
En raison de sa solidité, le bois est utilisé pour la construction des cases et a
méme été recommandé pour les traverses de chemin de fer. Il est aussi utilisé pour

la confection de pagaies.

10
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3.1.4 - Toxicité des fruits du fisanier

La toxicité des fruits du fisanier a été pendant longtemps mal appréhendée.
On pensait au départ qu’elle résidait dans la membrane qui attache les arilles a
l’enveloppe ou seulement dans les fruits trop mirs ou alors en décomposition.

Les fruits immatures contiennent une substance trés toxique appelée
Hypoglycine A (HGA). Celle-ci comporte un dérivé gamma-glutamylé, I’Hypoglycine
B (HGB) qui interviendrait également dans le processus toxique; son role

pathogénique n’est cependant pas encore totalement précisé [29, 21, 71, 8].

3.1.4.1 - L’hypoglycine A, substance a [’origine de la toxicité du fisanier
L’HGA est un acide aminé non usuel, ’acide 2-amino-3-methylenecyclopropyt-
propionique. Il a été isolé (ainsi que son dérivé gamma-glutamylé, I’HGB) pour la

premiere fois en 1955 par Hassal et Reyle [29].

3] !
b"}_{x}zﬂ » g A/YCQ@“
K, wa™ m L,
HGA HGB

Figure 1 - Formules chimiques de l’hypoglycine A (HGA) et [’hypoglycine B (HGB).

L’HGA est un composé hydrosoluble et thermostable, donc non dénaturé par
la cuisson. L’eau de cuisson des fruits toxiques serait plus toxique que les fruits
eux-mémes.

L'HGA a été détectée dans le fruit du fisanier. Pour déterminer la source de
la contamination, la quantité d’HGA dans les différentes parties du fruit (arilles,
noyaux, enveloppes) a été évaluée a divers stades de maturité par une méthode
utilisant un analyseur d’aminoacides. Pour ce faire, le processus de maturation des

fruits a été subdivisé en 10 stades (Annexes 2) [8].

11
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Jusqu’aux stades 6 et 7 (correspondant a une ouverture légére des
enveloppes), les fruits sont considérés comme étant immatures, donc impropres a
la consommation, en raison du taux élevé en HGA. Ils ne sont matures et alors
comestibles qu’a partir du stade 8, lorsque les enveloppes laissent totalement
apparaitre les arilles.

En effet, la teneur en hypoglycine A dans le fruit baisse au fur et a mesure
qu’il mdrit. On note une forte décroissance de cette teneur a partir des stades 5 et
6, pour atteindre pratiquement zéro au stade 8 (Figure 2).

La teneur en hypoglycine A est différente selon les parties du fruit (noyaux,
arilles et enveloppes). Elle est la suivante pour 100g de matiere : 939 mg dans les
noyaux, 41,6 mg dans les enveloppes et 711 mg dans les arilles, pour ce qui
concerne les fruits non mdrs. Pour les fruits mars, elle est de 269 mg dans les
noyaux, 43,3 mg dans les enveloppes et non détectable dans les arilles (Tableau ).

Cependant, la relation entre les modifications physiques du fruit et le
catabolisme de ’hypoglycine A durant la maturation du fruit reste inconnue, et

nécessite d’étre élucidée.

Tableau |l : Teneur en hypoglycine A dans les différentes parties du fruit a
différents stades de maturité [13].

Hypoglycine A, mg/100g

Enveloppes Arilles Noyaux
Fruits mdrs 43,3+2,9 ND 269 + 145
Fruits non mars 41,6 + 10,4 711 £ 44,0 939 + 117
Fruit vert 53,2£8,2 NC NC

ND = < au seuil de détection de 1,21 mg/100 g.
NC = Non constitué

12
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Figure 2 - Relation entre hypoglycine A (ppm) dans les arilles
du fisanier et stade de maturation du fruit [8].

3.1.4.2 - Parameétres de toxicité de [’hypoglycine.
La dose maximale tolérée (DMT) d’un lyophilisat d’extrait d’arilles
(déterminée chez la souris) est de 1,87 g.kg™ [20].
La DLsg est estimée chez le rat a 90 mg.kg" pour I’HGA pure et a 150 mg.kg"
pour ’HGB pure. Ces données permettent de classer I’HGA et I’'HGB parmi les

substances trés toxique (indice de toxicité 4) selon ’échelle de toxicité de

Gosselin, Smith et Hodge.
Le jelne ou l'état de dénutrition semble augmenter la sensibilité de

l’organisme a ’hypoglycine.

13
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3.2 - L’INTOXICATION AIGUE PAR LES ARILLES DU FISANIER

L’intoxication aigué par le fisanier survient en général sous forme
d’intoxication collective, intéressant plusieurs enfants d’un méme village, voire
d’'une méme famille. Elle survient surtout a la faveur des périodes de disette,

lorsque les récoltes sont mauvaises [46].

3.2.1 - Données épidémiologiques

3.2.1.1 - Au Burkina Faso

Des cas d’intoxication par le fisanier ont été rapportés en 1999 lors d’une
étude menée par le Centre MURAZ. Cette investigation a permis d’identifier
formellement 29 cas d’EAF chez les enfants (de 2 a 6 ans). Les taux d’attaque
spécifiques variaient de 31 a 847 pour 100 000 enfants, selon la zone géographique
(Tableau lll) [46].

Tous ces cas ont été observés au cours de la saison séche (du mois de janvier
au mois de mai), et pour la majorité dans le mois de mars. Il s’agit des premiers
cas d’intoxications par le fisan a avoir été rapportés lors d’une étude au Burkina
Faso. Cependant, les informations recueillies dans les registres des formations
sanitaires au cours de cette étude ont indiqué qu’une douzaine de cas avaient été
observés entre 1990 et 1997, pour la plupart dans la région de Toussiana (Sud Ouest

du Burkina Faso) et toujours en saison séche [46].

14
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Tableau Ill - Répartition géographique des 29 cas d’EAF observés entre janvier
et mai 1998, dans la région Sud-ouest du Burkina Faso [46].

zone géographique Population Nombre de d’::—tig)c(]u e Tal;;étic;?itéague

(Département) totale cas brut 2 - 6 ans)*
Tousiana 13885 20 144,0 847
Beregadougou 12383 3 24,2 142
Peni 19130 3 15,6 92
Kourignon 10409 2 19,0 113
Banfora 18701 1 5,3 31
Total 74508 29 39 229

* Pour 100000 habitants

3.2.1.2 - Dans les autres pays de l’Afrique de [’Ouest.

Plusieurs cas fortement suspects d’intoxication par le fruit du fisanier ont été
récemment colligés:

Au Bénin, 10 a 15 cas d’EAF imputés a une intoxication par ces fruits ont été
observés chaque année depuis 1986, a [’hopital de Tanguiéta (Nord Bénin) [59].

En 1997, 40 cas ont été identifiés dans le district de Wansoukou, toujours au
Bénin (Taux d’attaque spécifique = 889 pour 100000 hts/an) [59].

En 1996, 24 cas ont été identifiés en deux ans, dans la Commune de Botiakou
(7056 habitants), adjacente a la précédente, avec un taux d’attaque brut de 170
pour 100 000 habitants/an [59].

En 1984, le décés d’une quarantaine d’enfants a Katiola (centre de la Céte
d’lvoire) entre mai et juin, a été attribué a l’ingestion d’arilles immatures de
Blighia sapida [10].

15
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3.2.1.3 - En Jamaique

L’association entre intoxication au fisanier et le syndrome toxique
hypoglycémique a été notifiée depuis 1875 et publiée pour la premiere
fois en 1904.

La consommation permanente du fisanier dans cette région depuis
’importation de l'arbre a conféré un caractére endémique a l'intoxication
associée. Actuellement, la production des arilles y fait [’objet d’'un commerce
industriel.

L’incidence des cas d’intoxication par le fisanier a été estimée a un cas pour
100 000 personne/an. La majorité des cas apparait entre janvier et mars. 74% des
victimes sont agés de moins de 15 ans, avec un taux d’attaque spécifique de 2 pour
100 000 personne/an [6].

De l’analyse des données disponibles, il ressort que l’on ignore [’ampleur
exacte de cette intoxication dans ’ensemble des régions d’implantation de l’arbre.
L’incidence réelle a travers le monde reste inconnue, mais semble étre en générale

sous estimée.

16
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3.2.2 - Mécanismes d’action de I’hypoglycine A.

Les mécanismes biochimiques de la toxicité de l’hypoglycine A ne sont pas
encore totalement élucidés. Cependant, il est démontré que [’hypoglycine A, aprés
absorption par la voie digestive est métabolisé au niveau hépatique en
méthylénecyclopropylacétyl-CoenzymeA (MCPA-CoA), métabolite responsable de la
plupart des effets toxiques. Le MCPA-CoA est un inhibiteur irréversible de la
B-oxydation des acides gras [17, 34, 35, 1, 22, 32, 51, 52].

SCoA
O

Figure 3 - Isomére (1R) du MCPA-CoA.

Le principal mécanisme d’action toxique de I’HGA consiste au blocage de la B-
oxydation des acides gras dans la mitochondrie. Ce blocage provoque
secondairement un certain nombre de réactions adverses (hypoglycémie,
hypothermie, acidose métabolique...). Un rappel sur la B-oxydation et les

implications biochimiques permet de mieux cerner ce mécanisme.

3.2.2.1 - Rappels sur le cycle de la f-oxydation des acides gras.

La p-oxydation est la voie de dégradation des acides gras dans la
mitochondrie, conduisant a la formation du Nicotinamide Adeninine Dinucléotide
(NADH) et de la Flavine Adenine Dinucléotide (FADH2) ainsi que de [’acétyl-
CoenzymeA (acétyl-CoA) [77].

L’acétyl-CoA ainsi produit pourra étre utilisé dans la néoglucogenése ou dans
la phosphorylation oxydative et le cycle de Krebs pour générer de |’énergie sous
forme d’ATP. La B-oxydation constitue ainsi une source importante de production

d’énergie pour l’organisme.
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De facon synthétique, l'oxydation compléte des acides gras se déroule en

quatre grandes étapes :

1.
2.
3.
4.

Activation des acides gras en acyl-CoA (dans le cytosol de la cellule)
Passage des acyl-CoA a travers la membrane interne mitochondriale
Dégradation des acides gras saturés en acétyl-CoA : hélice de lynen
Oxydation compléte de l’acétyl-CoA en CO2 + H20 par le cycle de Krebs,
conduisant a la formation d’une quantité importante d’énergie sous
forme d’ATP a travers la réduction du NAD+ et du FAD.

Dans l'hélice de Lynen ou B-oxydation proprement dite des acides, il

intervient quatre types de réactions :

1-

Une réaction d’oxydoréduction a FAD : Conversion de 1’acyl-CoA en trans-
A%-enoyl-CoA par ['acéty!l-CoA-déshydrogénase.
Une réaction d’addition (hydratation) : formation du L-B-hydroxyacyl-CoA
par I'enoyl-CoA hydratase.

Une réaction d’oxydoréduction a NAD+ : synthése du B-cétoacyl-CoA par la

B-hydroxyacyl-CoA déshydrogénase.

- Une réaction de thiolyse, analogue a la réaction d’hydrolyse, libération

d’acétyl-CoA et d’acyl-CoA raccourci de deux carbones (Figure 4).
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Figure 4 : Les quatre réactions constituant un tour de spire de la B-oxydation des
acides gras dans la mitochondrie [77].

3.2.2.2 - Les implications biochimiques de la f-oxydation des acides gras

Il existe une tres grande interrelation entre les différentes voies métaboliques
de l'organisme : Les voies cataboliques, qui correspondent a la dégradation de
macromolécules (protéines, sucres, lipides) en molécules de faible taille
s’effectuent avec une libération d’énergie libre dont une partie est stockée sous
forme d’ATP et de transporteurs d’électrons réduits (NADPH et FADH2). Les voies
anaboliques (biosynthéses de macromolécules ou de leurs précurseurs) nécessitent
un apport d’énergie libre fournie généralement par l’hydrolyse de ’ATP et/ou par
le pouvoir réducteur du NADPH et du FADH2.

La premiere source d’énergie directement mobilisable par l’organisme est le
glucose, a travers la réaction de la glycolyse. Il s’agit d’une forme d’énergie peu

abondante, en raison des capacités de stockage limitée de |’organisme en glucose.
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Lorsque le taux de glucose baisse a la faveur d'une quelconque circonstance,
le déficit énergétique suscité est compensé par une activation de la combustion
des lipides par la B-oxydation des acides gras dans la mitochondrie.

Les capacités de stockage de l'organisme en lipides étant trés grandes
comparées a celle du glucose, la vole de dégradation des acides gras joue donc un
role essentiel dans les processus métaboliques par son apport énergétique
important.

Le dysfonctionnement des acyl-CoA déshydrogénases est a |'origine de divers
processus pathologiques. C'est le cas par exemple du SIDS (Sudden Infantile Deaf
Syndrome) : en effet, 10% des enfants victimes de SIDS présente un déficit en
acétyl-CoA déshydrogénase.

Une autre maladie liée a cet enzyme est celle qui nous intéresse
préesentement : le syndrome toxique hypoglycémique, secondaire a la

consommation des fruits immatures du fisanier.

3.2.2.3 - Le processus d’inactivation de la f-oxydation des acides gras par
’hypoglycine A.

Le site sur lequel se manifeste la toxicité de U'hypoglycine a été identifié
comme étant les acyl-CoA déshydrogénases [1, 22, 51].

Les acyl-CoA déshydrogénases ont pour réle de catalyser la premiere étape de
la B-oxydation des acides gras. Elles convertissent les thioesters d’acides gras en
leur dériveés «,p enoyl-CoA correspondant [77].

Le processus de l'inhibition des acyl-CoA déshydrogénases par le MCPA-CoA
est initiée par une a-déprotonation, suivie d’une rupture de ljaison, conduisant a la
formation d’un carbanion conjugué. Ce carbanion se fixe de fagon covalente au
coenzyme FAD, ce qui provoque l’inactivation enzymatique (Figure 5, Voie A). Ce
procédé d’inactivation est non stéréospécifique, les isoméres R et 5 du MCPA-CoA
étant tous deux des inhibiteurs effectifs [51].

It est aussi établi que le réarrangement d’un radical a-cyclopropyl en radical
alkyl linéaire est extrémement rapide. L’inactivation non stéréospécifique des acyl-

CoA déshydrogénases a donc également été envisagée comme une ouverture
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spontanée du cycle. Processus induit par un radical a-cyclopropyl intermédiaire. La
modification du coenzyme FAD résulte alors de la recombinaison du radical
acyclique avec le FAD (Figure 5, Voie B). Cette explication suppose une voie
d’oxydation a un électron en opposition au mécanisme de clivage par anion
induction [52].

Il existe ainsi deux hypothéses sur le mécanisme d’action probable de
’hypoglycine. Selon le mode de clivage envisagé (Figure 5, Voie A ou B), un
carbanion conjugué ou un radical acyclique correspondant est généré, comme
intermédiaire réactionnel qui, couplé au coenzyme FAD conduit a [’inactivation
enzymatique.

Dans les deux cas, il semble que ce soit la modification covalente du
coenzyme FAD au niveau du site actif des acyl-CoA déshydrogénases qui constitue
le principal processus de cette inactivation. Cette modification étant déclenchée

par la fragmentation du cycle du MCPA-CoA [52].
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Figure 5 - Voies d’inactivation des acyl-CoA déshydrogénases par le
MCPA-CoA [52].
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3.2.3 - Conséquences biologiques induites par ’inactivation des acyl-CoA
déshydrogénases.

La toxicité de l’hypoglycine se manifeste au niveau d’un point sensible du
systéme métabolique, la production énergétique. Il est donc tout a fait prévisible
que tous les mécanismes biologiques nécessitant un apport d’énergie soient
perturbés. Plusieurs répercussions biologiques peuvent ainsi étre observés [69, 65,
25, 46] :

- Hypoglycémie.

Le blocage de la B-oxydation des acides gras provoque un important déficit
énergétique. Ce déficit est compensé par une accélération intense du catabolisme
des glucides. De plus, |’accumulation des acyl-CoA dans la mitochondrie provoque
une inhibition de la pyruvate carboxylase (une enzyme de la néoglucogenese), par
compétition avec l’acétyl-CoA, stimulateur potentiel de cette enzyme. Cette
inhibition indirecte de la néoglucogénése, conjuguée a [’accélération du
catabolisme des glucides explique comment |’hypoglycine A provoque

l’hypoglycémie souvent séveére [49,35].

- Hyperammoniémie.

L’hyperammoniémie est une augmentation du taux d’ammoniaque dans le
sang artériel au-dessus de 20 pg/100ml. L’ammoniaque est un produit toxique
résultant de la dégradation des substances azotées dans l’organisme. Il est
normalement éliminé dans les urines sous forme d’urée (Cycle de 'urée ou cycle
de Krebs-Henseleit). Or la synthése de l'urée par ce cycle nécessite un apport
énergétique sous forme d’ATP, foumnit en partie par le cycle d’oxydation des acides
gras. L’inhibition de ce cycle qui provoque un déficit en ATP va donc entrainer une
inhibition du cycle de ['urée, d’ou une accumulation d’ammoniaque dans

l’organisme [69].
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- Acidose métabolique.
Il s’agit d’une acidose par accumulation d’acides « fixes » (c’est a dire ne

pouvant s’éliminer sous la forme gazeuse du CO;). L’accumulation des acides
dicarboxyliques, secondaire au blocage de [’oxydation des acides gras en est

responsable [66].

- Stéatoses micro vésiculaires

Le mécanisme physiopathologique des stéatoses est un processus mécanique :
Il s’agit d’une accumulation de triglycérides dans le cytoplasme cellulaire qui
normalement n’en contient que des traces. Cette accumulation résulte de la
surcharge liée a ’inhibition de la B-oxydation.

Il apparait alors des gouttelettes lipidiques intracellulaires dénuées de
membrane propre et fusionnant facilement. Ce qui entraine la constitution d’une
vacuole graisseuse qui refoule a la périphérie tous les organites cellulaires et le

noyau.

3.2.4 - Hypothéses thérapeutiques

Les hypothéses thérapeutiques ont pour but de rechercher une substance qui
serait capable de neutraliser le toxique ou de s’opposer a ses effets dans
’organisme, par un mécanisme physique, chimique, biochimique ou
pharmacologique. Il faut aussi qu’elle soit bien tolérée.

Les différentes hypothéses de thérapeutiques antidotiques qui sont proposées
résultent du mécanisme d’action supposé du toxique, sur la base des connaissances
actuelles. Il existe des bases théoriques sur l’utilité probable de la carnitine [42],
de la glycine [63, 4], et du clofibrate [73, 74].
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3.2.4.1 - La Carnitine

La carnitine (acide B-hydroxy-y-triméthylaminobutyrique) est une molécule de
faible masse moléculaire contenant une fonction ammonium quaternaire et une
fonction hydroxyle qui lui permet de sestérifier avec de nombreux acides
carboxyliques, parmi lesquels figurent les acides gras, pour former des
acylcarnitines. Ces acylcarnitines seront éliminés par les urines [60].

La carnitine acylée peut ainsi jouer un réle détoxificateur lorsqu'elle est
acylée avec des acyl-CoAs provenant du métabolisme de xénobiotiques (valproyl-
CoA, salicylyl-CoA, benzoyl-CoA, pivaloyl-CoA) ou avec des acyl-CoA s'accumulant
dans certaines situations pathologiques (propionyl-CoA, isovaléryl-CoA, octanoyl-
CoA) [42].

Cependant, les expérimentations effectués chez le rat n’ont pas donné des
résultats satisfaisants. L’administration de L-carnitine a des souris intoxiquées par

[’hypoglycine n’a pas permis de réduire I’hypoglycémie et I’hypothermie [43].

3.2.4.2 - La glycine

La glycine est un acide aminé glucoformateur qui intervient dans la synthese
du glutathion, de la créatine, des porphyrines et purines ainsi que dans la
composition des acides biliaires. Elle participe aux processus de détoxication au
niveau du foie.

Les esters d’acyl-CoA peuvent étre conjugués dans le foie et les reins en acyl-
glycine, conjuguées atoxiques. Réaction catalysée par la glycine-N-
acétyltransférase. Cependant, la formation de ces conjugués atoxiques de la
glycine avec les esters d’acyl-CoA dépend de la concentration de ’organisme en
glycine.

En effet, une étude expérimentale effectuée chez le rat a montré des
résultats concluants : L’administration de fortes doses de glycine a des rats ayant
recu une injection d’hypoglycine a permis de prévenir la mortalité, |’hypoglycémie
et U’hypothermie, et de réduire fortement l’accroissement des concentrations

plasmatiques d’isovalérate, de méthyl-2-butyrate, du butyrate et du
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methylénecyclopropyl-acétate(MCPA), produit terminal du métabolisme de

I’hypoglycine A [63].

3.2.4.3 - Le clofibrate

Le clofibrate est un hypolipémiant, utilisé dans le traitement symptomatique
des hypertriglycéridémies et des hypercholestérolémies. Il agit par une réduction
du pool tissulaire de cholestérol, par inhibition de la biosynthése du cholestérol et
par la diminution du taux plasmatique des lipoprotéines (VLDL) et des triglycérides.
Il soppose a la libération hépatique de triglycérides.

L’utilisation du clofibrate a permis de prévenir les effets toxiques de
’hypoglycine chez le rat. Une supplémentation quotidienne de 0,5% de clofibrate
pendant une période de un a deux mois induit un effet protecteur et permet
d’éviter Uhypothermie et Uhypoglycémie provoquées par une injection
d’hypoglycine. Les atteintes hépatiques (modifications ultrastructurales) sont

également évitées [73].

3.2.5 - L’encéphalopathie aigué€ fatale due a I’hypoglycine

On retrouve des similitudes dans les manifestations cliniques et biologiques
des cas d’encéphalopathies aigués fatales observés aux Burkina Faso et ceux

observés en Jamaique [69, 26, 46].

3.2.5.1 - Manifestations cliniques

Selon l'importance de l’intoxication, le délai d’apparition des symptomes
peut étre retardé de plusieurs heures. Une fois initiée, la progression des
symptomes est assez rapide. Les signes cliniques observés sont divers et parfois
inconstants. Il y a souvent une accalmie trompeuse avant l’évolution fatale. La
mort survient en moyenne en 12 a 24 heures aprés le début des signes.

On peut classer les signes cliniques observés en trois grandes catégories,

signes généraux, manifestations gastro-intestinales et signes neurologiques :
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Signes généraux :
On observe une atteinte de l’état général avec faiblesse, hypotonie, paleur et

souvent, une soif intense est observée.

L’hypothermie est de régles: la température corporelle peut augmenter
légérement dans la phase initiale, mais la plupart des patients présentent une
température subnormale (35 a 36°C) ou normale.

Tachycardie et tachypnée sont également observées dans certains cas.

Manifestations gastro-intestinales :

Des nausées et vomissements persistants sont fréquemment observés. Ils
constituent les premiers symptoémes alarmants de l’intoxication. Ils peuvent étre
suivis d’une période de quiétude trompeuse. On n’observe pas de crampes ou de

douleurs abdominales, ni de diarrhées.

Manifestations neurologiques :

Elles sont parfois initiées par des céphalées. On observe surtout des
convulsions généralisées, parfois précédées par des spasmes cloniques ou des

contractions localisées des membres. Puis survient le coma.

3.2.5.2 - Manifestations biologiques

e La manifestation biologique la plus apparente de l’intoxication au fisanier est
’hypoglycémie. Elle survient en général quelques temps aprés le début des
symptomes. Souvent trés sévere, elle peut atteindre des valeurs inférieures a
0,2 g/l.

e [’accumulation des acides dicarboxyliques va entrainer une acidose
métabolique.

e On peut observer un déséquilibre hydro-électrolytique, conséquence des
vomissements intenses. En particulier, hypokaliémie et déshydratation.

e L’accumulation de lipides suite a l’inhibition de la B-oxydation dans les cellules

hépatiques va provoquer une hépatotoxicité, se manifestant par :
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une augmentation de la bilirubine totale et conjuguée,
- une augmentation des phosphatases alcalines
- une augmentation des transaminases hépatiques

e L’élimination excessive d’acides dicarboxyliques dans les urines constitue un
signe pathognomonique de l’intoxication au fisan. En particulier les acides
éthylmalonique, glutarique et adipique. Leur détection et dosage permettent
d’établir le diagnostic de certitude.

e Quelques biopsies hépatiques effectuées en post-mortem ont révélé des
stéatoses micro vésiculaires massives, entourée par une stéatose macro
vésiculaire touchant plus de 90% des hépatocytes, sans nécroses ni lésions
inflammatoires associées. Ces lésions sont compatibles avec le syndrome de
Reye [54, 46].

3.2.5.3 - Eléments de diagnostic biologique.

e La détemmination rapide de la glycémie dés I’admission dans le service de santé,
permet d’évaluer l'importance de |’hypoglycémie, qui constitue un élément

important d’orientation diagnostique.

¢ Le dosage des transaminases sériques SGOT et SGPT va permettre d’évaluer le
niveau d’atteinte hépatique.

e Le taux sérique d’ammonium: |’hyperammoniémie est un élément
caractéristique de l'intoxication au fisan, en dehors de toute autre cause
probable (déficit enzymatique du cycle de l’'uréogénése).

¢ La détermination du pH artériel permet d’évaluer |’acidose.

¢ L’ionogramme sanguin, en particulier le dosage du sodium, du potassium, des

chlorures et du CO; peut étre effectuer afin d’évaluer le statut électrolytique.
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o Autres examens : La goutte épaisse négative et la ponction lombaire a liquide
clair associés a 1’état non fébrile du patient et !'absence de signes méningés
doivent permettre d’écarter les hypothéses de paludisme grave ou de

méningites, surtout en cas de convulsions.

3.2.5.4 - Analyse toxicologique

L'analyse toxicologique consiste a identifier et doser les acides
dicarboxyliques dans les urines. En particulier les acides adipiques, glutarique et
ethylmalonique. Ces acides dicarboxyliques sont des métabolites que ’on retrouve
normalement dans l'organisme en faible quantité. Chez les jeunes enfants
intoxiqués par le fruit immature du fisanier, on a observé une augmentation tres
importante des concentrations de ces acides dicarboxyliques (plus de cent fois
supérieure a la normale)

Le dosage se fait sur un prélévement d’urines, a [’aide d’un Chromatographe
en phase gazeuse (CPG), couplé a un détecteur a ionisation de flamme.
L'échantillon est préalablement dérivatisé par une réaction de silylation qui
permet d'obtenir des dérivés plus faciles a analyser par chromatographie (les
acides dicarboxyliques sont des composés tres polaires difficilement analysables
directement).

Les acides éthylmalonique, glutarique et adipique sont identifiés et dosés par
la détermination des temps de rétention et l'intégration des pics obtenus. Le
tableau IV présente un exemple de dosage effectué lors de ('épidémie d'EAF

survenue au Burkina Faso en 1998,
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Tableau IV : Concentrations d’acides dicarboxyliques dans les urines de 2 cas
d’encéphalopathie aigué fatale et 3 témoins appariés / sud-ouest du
Burkina Faso, janvier - mai 1998 [46].

Acides
Sujets ethylmalonique* Acide glutarique*  Acide adipique*
(mg/g créatinine) (mg/g créatinine) (mg/g créatinine)

Cas

K.S. (gargon, 4 ans) 107 121 1193

T.L. (gargon, 3 ans) 655 2468 774
Témoins

D.Y. (garcon, 4 ans) 24 ND* ND

O.M. (gargon, 3 ans) 3 ND ND

C.S. (gargon, 4 ans) 13 ND ND

* ND = Non détectable

3.2.6 - Prise en charge médicale de I’intoxication.

La prise en charge thérapeutique actuellement proposée au Burkina Faso
consiste a mettre en place un traitement symptomatique, selon les manifestations
cliniques et biologiques observées. En [’absence d’un traitement antidotique
efficace avéré, cette démarche peut permettre d’éviter le risque vital, lorsqu’elle
est mise en place assez rapidement. Cette démarche est également d’actualité en
Jamaique, ou l’intoxication est bien connue. Une fiche de traitement a été
élaborée par ’équipe du centre MURAZ en vue d’aider le personnel soignant des
centres médicaux pour cette prise en charge. Elle a été diffusée dans toutes les

zones a risque.

3.2.6.1 - Premiers gestes sur les lieux de ’intoxication

Si l'intoxication est récente et l'intoxiqué conscient, il convient de le faire
vomir immédiatement. Ce geste peut permettre de réduire ’absorption digestive
du toxique et donc de limiter ses effets.

Puis, transférer le malade en milieu hospitalier en position de décubitus
latéral gauche, surtout pour ce qui concerne les malades obnubilés, afin de
protéger les voies respiratoires.
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Les circonstances de découvertes sont trés importantes pour la prise en
charge de lintoxication. C’est pourquoi il est utile de noter tous les éléments
pouvant étre en rapport avec l’intoxication, en particulier la notion d’ingestion de
fisan non mdr ou la présence de fisan non mar dans la concession familiale ou a

proximité.

3.2.6.2 - En milieu hospitalier

Un traitement symptomatique doit étre mis en place dés ('admission a
['hépital. Il consiste a prendre en charge ’hypoglycémie, les convulsions, les

déséquilibres hydro-électrolytiques éventuels :

L’Hypoglycémie :
La correction de [’hypoglycémie constitue la premiére urgence de cette

thérapeutique. Elle se fait par perfusion de sérum glucosé.

Les convulsions :
On peut arriver a faire céder les convulsions par administration intraveineuse
ou intrarectale de Diazépam a la dose de 0,5 mg.kg™', & répéter éventuellement au

bout d’une demi-heure si les crises ne cedent pas.

Lavage gastrique :

Le lavage gastrique est un traitement évacuateur visant a réduire l’absorption
digestive du toxique. L'état de l'intoxiqué, vigile ou comateux ainsi que le délai
écoulé depuis l'ingestion constituent les critéres de décision. Dans tous les cas, les
défaillances vitales doivent étre corrigées avant la pratique du lavage gastrique. La
précocité et Uefficacité du traitement symptomatique initial sont ptus importantes

que l'éventuelle réalisation du lavage gastrique.
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3.3 - INTOXICATION CHRONIQUE PAR LE FISANIER

Il existe tres peu de données ayant trait a la toxicité chronique des arilles du
fisanier. La seule description que nous avons rencontrée dans la littérature
concerne un cas d’ictére choléstatique, observé suite a la consommation répétée
du fisanier. Ce cas était cliniquement caractérisé par un prurit, des diarrhées
intermittentes, et une douleur abdominale localisée au niveau de la région
hépatique. Les tests hépatiques ont montré une augmentation du taux de la
bilirubine totale, des phosphatases alcalines, et des transaminases hépatiques. A la

biopsie hépatique, une nécrose centrolobulaire a été observée [40].
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3.4 - LE BLEU DE METHYLENE

3.4.1 - Bases physiologiques de ’utilisation du bleu de méthyléne dans

I’intoxication par le fisan.

C’est & partir de certaines observations que Kipfer et al. ont proposé
l’utilisation du BM dans l'intoxication par le fisanier: Il existe de proches
équivalences entre le mécanisme, la clinique et la biologie de l'intoxication au
fisan et certaines pathologies (l’encéphalopathie a l'ifosfamide et l’acidurie
glutarique congénitale type Il). Les bases thérapeutiques de celles-ci ont donc été

exploitées [39].

L’Encéphalopathie a l'ifosfamide :

L’lIfosfamide est un isomére structural du cyclophosphamide. C’est un agent
alkylant, possédant un large spectre antinéoplasique. Il est utilisé en
chimiothérapie anticancéreuse, aussi bien en intraveineuse que par voie orale pour
le traitement du carcinome cervical, des tumeurs osseuses, des sarcomes des tissus
mous, des tumeurs des cellules germinales... etc. Il s’agit en fait d’une prodrogue,
qui est métabolisé dans le foie en présence du cytochrome P450, en
isofosforamide, meétabolite actif. Son utilisation a été limitée a cause de sa
néphrotoxicité occasionnelle (effet secondaire), néphrotoxicité atténuée ou évitée
par l’administration concomitante de Mesna (agent uro-protecteur) [38].

Cependant, une encéphalopathie a été observée chez 10 a 20% des patients,
aprés l’administration de l’ifosfamide.

Pendant des années, le mécanisme de cette toxicité est resté inconnu,
jusqu’a ce que Kiipfer et ses collaborateurs observent une excrétion urinaire
excessive d’acide glutarique et de sarcosine chez un patient ayant re¢u une dose
excessive d’ifosfamide. [37]. Ceci leur a permis de proposer qu’un déséquilibre de
l’oxydation des acides gras au niveau mitochondriale soit la cause sous jacente de
la toxicité, tout comme dans ’acidurie glutarique type .

L’administration de BM est efficace dans le traitement de [’acidurie
glutarique type Il. Kiipfer et al. ont alors émis l’hypothése que le blocage

mitochondrial résultant de 'administration d’ifosfamide est comparable a
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’acidurie glutarique type Il et donc similairement traitable par l’administration de
BM. L’efficacité du BM dans le traitement de l’encéphalopathie provoquée par

l’Ifosfamide a été confirmée [37, 18, 3].

L’intoxication a I’hypoglycine :

Le mécanisme toxique de l’hypoglycine est comparable au modéle d’acidurie
organique type Il et au modéle d’acidurie provoqué par l'intoxication a
l’ifosfamide. En effet, I’hypoglycémie induite est secondaire a une inhibition de
’oxydation des acides gras au stade des acyl-CoA déshydrogénases. Les
déshydrogénases des acyl-CoA a chaines courtes et moyennes ainsi que ['isovaleryl-
CoA déshydrogénase sont inactives irréversiblement par le MCPA-CoA [32, 71, 39].

Ces observations ont conduits a [’hypothése selon laquelle le BM pourrait étre

efficace pour traiter l’encéphalopathie provoquée par le fisanier [39].

3.4.2 - Données pharmacologiques et utilisation du BM en toxicologie

o Propriétés pharmacologiques du BM

Le BM est un oxydo-réducteur. Il est utilisé en thérapeutique pour ses
propriétés antidotique, antiseptiques, de colorant et d’agent diagnostique
(repérage des trajets fistuleux). Son temps de demie vie est d’environ
5 a 6 heures [3].

En toxicologie clinique, le BM est utilisée dans le traitement des intoxications
aux cyanure, nitrites et nitrates, ainsi que le traitement de certaines intoxications
médicamenteuses (dapsone, valproate...), particulierement pour la rémission de la
méthémoglobinémie. Ces composés provoquent une oxydation du fer ferreux (Fe?*)
en fer ferrique (Fe’) dans la molécule d’hémoglobine. L’héme est oxydé en
hématine (méthémoglobine), oxydation qui s’accompagne d’une perte de la
propriété du groupement prosthétique de se combiner a l’oxygéne.

La formation de méthémoglobine in vivo, soit a la suite d’une intoxication
grave, soit a la suite d’une maladie métabolique rend impossible le transport de
l’oxygéne. Le déficit de l’organisme en oxygéne va se traduire par une atteinte
cardiovasculaire et une atteinte du SNC. La pathologie se manifeste par les signes
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suivants : faiblesse, migraines, dyspnée, douleurs de la poitrine, confusions,
altération du statut mental, délires, cyanoses, dysrhytmies cardiaque (a type de
bradyarhytmie et dysrhytmie ventriculaire), ischémie cardiaque ou neurologique,

acidose, convulsions et coma.

v a
SN (\r D‘N/CH, cI-
/N—_\/\S \CH:

Figure 6 - Formule chimique du Bleu de Méthyléne.
Nom chimique : Bis-(Dimethylamino)-3,7 Phenazothionium chlorure.
Classe Chimique : Phenazothionium

DCIR : Chlorure de méthylthioninium

¢ Indications thérapeutiques du BM

- Indication principale et mode d’action :

L'indication principale du BM est lintoxication par les produits
méthémoglobinisants, avec présence de signes cliniques de méthémoglobinémie
(signes d’hypoxie) et/ou une méthémoglobinémie supérieure ou égale a 30%.

Le BM permet de convertir la méthémoglobine en hémoglobine par une
réaction d’oxydo-réduction. Il induit une potentialisation de l’activité de la

diaphorase |l ou NADPH-dépendante méthémoglobine réductase.

- Autres indications du BM :
Antiseptique urinaire (traitement des cystites).
Lésions cornéennes.
- Repérage des trajets fistuleux.
Antiseptique locale.

Usage vétérinaire.
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3.4.3 - Mécanisme d’action antidotique du bleu de méthyléne dans

P'intoxication par \’'hypoglycine A.

Le mécanisme d’action du BM dans U’intoxication par I’hypoglycine A n’est pas
encore élucidé. Toutefois, il est possible d’emettre des hypothéses, sur la base
d’études en rapport avec l’activité du BM sur le cycle de 'oxydation des acides
gras.

Le BM stimule de fagon sensible |’oxydation des acides gras dans la
...itochondrie. Dans une étude expérimentale, ’administration de BM a des rats a
induit une forte accélération de |’oxydation des acides gras, trés probablement par
une modification de la perméabilité membranaire mitochondriale [75].

Nous pouvons ainsi supposer que le BM compenserait par ce mécanisme, le
déficit énergétique induit par Uhypoglycine A. Il s’agirait alors d’un processus

antidotique par antagonisme métabolique.
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IV - MATERIEL ET METHODES D’ETUDE

4.1 - MATERIEL

4.1.1 - Cadre d’étude: le Centre MURAZ

Le Centre MURAZ est un centre de recherche de l’ex Organisation de
Coordination et de Coopération pour la lutte contre les Grandes Endémies
(OCCGE). Il a été érigé en janvier 2000 en Etablissement Public & caractére
Administratif (EPA).

Le Centre MURAZ intervient dans divers axes de la santé, principalement dans
le domaine de la recherche. Les activités scientifiques y sont menées dans le cadre
de trois grandes thématiques :

la thématique Paludisme et autres maladies parasitaires.
la thématique VIH et Maladies associées
la thématique Vaccinologie et épidémiologie d’intervention.

Le Centre Muraz comporte un plateau technique élaboré, avec un laboratoire
de biologie moléculaire et un laboratoire d’analyse biomédicale.

Notre travail & été réalisé dans le cadre des activités de LU'Unité
d’Epidémiologie et de Recherche Opérationnelle (UERQ), dirigée par le Docteur
Hubert BARRENES. Il s’intégre dans la suite de l'investigation menée en 1998 par
l’équipe de chercheurs du Centre Muraz, par rapport a I’épidémie d’EAF. Ce travail

a été réalisé avec ’appui matériel des laboratoires.

4.1.2 - Matériel d’étude

- Matériel biologique.

Les expérimentations sont effectuées sur des souris males (souche NMRI) de
trois mois d’'age, pesant de 30 a 40 g. Elles sont fournies par le Centre International
de Recherche - Développement sur l'Elevage en zone Subhumide (CIRDES). Les
animaux sont acclimatés a l’animalerie du Centre MURAZ une semaine avant le
début des expérimentations. Ils sont placés dans des cages en plastiques ou en bois

a la température de 23°C £ 2° C, avec un éclairage jour - nuit de 12h - 12h.
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Pendant cette période, les souris ont acces a la nourriture (alimentation
standard) et a ['eau ad libitum. L’alimentation est suspendue durant les 24 heures
précédant |’expérimentation. Les animaux ne sont re-alimentés que 3 heures apreés
[’administration du toxique.

Des travaux de remise en état de l’animalerie ont été effectués avant le

début des expérimentations.

- Le Bleu de Méthyléne
Le BM utilisé pour les essais a été fourni par le Professeur A. Kiipfer du
Département de Pharmacologie Clinique de ’Université de Berne, en Suisse. Il est

présenté en ampoule de 1ml a 2% (20mg/ml).

- Extrait de fruits immatures de Blighia sapida

Nous avons utilisé dans nos essais, un extrait de fruits non mirs de fisanier,
préalablement dégraissé a l’éther de pétrole. L’extrait a été préparé par la
méthode de la percolation. Les fruits ont été prélevés dans la ville de Bobo-
dioulasso. Une prise d’essais d’environ 350g de drogue a été utilisée. Le percolat
obtenue est soumis a une évaporation rotative au rotavapor afin d’obtenir un
extrait sec.

L’extrait sec est utilisé pour l'intoxication des animaux, par suspension ou

solubilisation dans de |’eau distillée.
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4.2 - METHODES D’ETUDE

L’étude expérimentale est menée suivant trois grandes étapes :

- La premiére étape consiste a étudier la toxicité de l’extrait de fruits du
fisanier : Il s’agit de déterminer la DLsg, mais surtout la DLyg. C’est cette dose
qui est par la suite utilisée pour |’étude de ’efficacité du BM.

- La seconde étape consiste a étudier l'efficacité du BM sur la létalité des
animaux préalablement intoxiqués (par administration orale d’une dose unique
DL1go d’extrait de fruits du fisanier). Elle conduit a la détermination de la DEs
du BM.

- La derniére étape consiste a évaluer les délais d’efficacité du BM ainsi que

l'intérét d’une administration précoce de glucose aux souris intoxiquées.

4,2.1 - Détermination des doses létales de |I’extrait d’arilles chez la souris

La DLs est la quantité d'une matiere, administrée en une seule fois, qui cause
la mort de 50 % (la moitié) d'un groupe d'animaux dessai [5]. C’est un parameétre
qui permet de mesurer le potentiel toxique a court terme (toxicité aigué) d'une
matiere [41].

La DLigo est la quantité d’une matiére, administrée en une seule fois, qui
cause la mort de 100 % (la totalité) d’un groupe d’animaux d’essai [5].

On détermine les DLsp et DLigo de l'extrait d’arilles par administration de
doses croissantes a plusieurs lots de souris, jusqu’a obtention d’une mortalité
totale des souris dans le groupe d’essai.

Cing lots de six souris chacun sont constitués, par un échantillonnage
aléatoire. Dans chaque lot, les animaux recoivent une dose précise d’extrait
(Tableau V).

L’administration de l’extrait se fait par voie orale a l'aide d’une sonde
gastrique, sous forme de solution dans de l'eau distillée (la préparation est
extemporanée). Le volume administré reste le méme quelle que soit la dose, soit
0,2 ml pour 10g de poids corporel.

On enregistre la mortalité cumulée des animaux dans chaque lot au bout

d’une période de 72 heures (3 jours).
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Tableau V : Doses d’extrait de fisan administré aux différents lots d’essai.

Dose d’extrait administrée

Groupes d’essai (g.kg")
Lot | 1,00
Lot | 1,50
Lot Il 2,00
Lot IV 2,50
Lot V 3,00

4.2.2 - Etude de |'efficacité du BM : détermination de la DEso

L’étude de l'efficacité du BM consiste a déterminer la DEso : C’est la quantité
de BM qui permet la survie de 50 % (la moitié) d'un groupe d'animaux d'essai, apres
administration d’une dose toxique d’extrait. Elle consiste aussi a déterminer ’effet
de l"’administration du BM sur les signes cliniques de [’intoxication chez la souris.

Les critéres suivants sont donc retenus :

- mortalité cumulée des animaux au bout de 72 heures (J3) et 14 jours ( J14).

- temps de survie total

- mesures pondérales quotidiennes.

- glycémie des animaux dans chaque lot, 24 heures apres intoxication.

- température des animaux dans chaque lot 24 heures apres intoxication.

L’essai de désintoxication par le BM est réalisé sur des groupes d’essai de six
souris chacun. Dans chaque groupe, les souris recoivent une dose toxique unique
(DL4go) d’extrait de fisan par voie orale, a l’aide d’une sonde gastrique. Puis une
dose précise de BM en administration intra péritonéale (Tableau VI).

Le protocole suivant est adopté :

- Une dose immédiatement aprés l’intoxication,

- Une dose 6 heures apres |’intoxication,

- Une dose 12 heures aprés l’intoxication.

Un lot témoin constitué également de six souris regoit de [’eau physiologique

a la place du BM (lot témoin fisan).

39



MATERIEL ET METHODES

Un autre lot de six souris non intoxiquées par le fisan mais traitées par le BM

en administration intrapéritonéale est également suivi (lot témoin BM).
La mortalité est enregistrée dans chaque lot au bout de 72 heures (Mortalité J3)
puis a Jis (Mortalité J,4). Le temps de survie (en jours) de chaque souris est
egalement enregistré. Il permettra de calculer le temps de survie total par lot au

|
cours de {a période de surveiltance.

Tableau Vi : Doses de bleu de méthyléne administré par groupe d’essai.

Groupes d’essai Traitement administré

|(témoin fisan): Extrait de fisan + Eau physiologique
{ Extrait de fisan + 2 mg.kg"
i : Extrait de fisan + 4 mg. kg

%% Extrait de fisan + 6 mg.kg™
V. Extrait de fisan + 8 mg.kg"
Vi Extrait de fisan + 10 mg.kg"
Vit Extrait de fisan + 12 mg.kg™
Vili Extrait de fisan + 14 mg.kg™
IX(témoin BM) Fau + 14 mg.kg™

Modalités de surveillance et examens réalisés
Les animaux sont suivis pendant une période de 14 jours. Les observations

cliniques sont effectuées par intervalle de 2 heures le premier jour du test, puis

2 fois par jours. Les examens suivants sont réalisés au cours de l'essai :

Observations cliniques

Au cours de l’essai, les symptébmes d’intoxication éventuels, leur délai
.d’apparition, leur intensité et leur durée sont notés, ainsi que les effets sur le
comportement. La mortalité cumulée des animaux 72 heures apres intoxication

et a Jy4 est enregistrée dans chaque lot.
Evolution pondérale

On effectue des pesées quotidiennes tous les matins pendant la période de

surveillance. Ces pesées sont réalisées a 'aide d’une balance électronique.
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Mesures de la glycémie.

Les mesures de la glycémie sont effectuées sur quatre prélévements, aux
temps To, T3, Te et Tyz (en heures) le premier jour de l’essai. Les prélévements
sont réalisés au niveau de la queue, le plus prés possible de son extrémité.

La glycémie est appréciée a |’aide de bandelettes réactives BM-Test-Glycémie
20-800 (laboratoire BOEHRINGER MANNHEIM).

On utilise une goutte de sang, que l’on dépose sur la partie réactive de la
bandelette. On obtient une coloration dont l’intensité varie suivant la valeur de
la glycémie. L’appréciation de la glycémie se fait alors de fagon visuelle, par
rapprochement de la cette couleur avec un panel de couleurs prédéfinis,

correspondant a des doses précises (Annexes 5).

Mesures de la température rectale

Les mesures de température sont effectuées a l’aide d’un thermométre
digitale de marque MT 1621-BMWC (SABILUC) (Annexe 3 ).

Les mesures sont effectuées aux temps Tg, T3, Te et Tqz et To4 (en heures), le

premier jour de |’essai.

4.2.3 - Détermination du délai d’intervention

Des lots de six souris chacun sont constitués. Dans chaque lot, les animaux
recoivent une dose unique (DLg) d’extrait de fisan par voie orale, puis une dose
de BM (Dose entrainant une réduction significative de la mortalité) selon un temps

(T) aprés administration du toxique (Tableau VII).
La mortalité cumulée dans chaque lot est enregistrée au bout de 72 heures

apres l'intoxication, puis a Jia.
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Tableau Vil : Délais d’administration du BM aprés administration

du toxique.
Lots d’essai Délais d’administration (T) du BM
apres intoxication
I 30 minutes
I 1 heure
1] 2 heures
v 3 heures
\% 4 heures
VI 6 heures

4.2.3 - Intérét d’une administration précoce de glucose.

L'intoxication par L’hypoglycine A est toujours associée a wune forte
hypoglycémie. On peut supposer que cette hypoglycémie joue un réle majeur dans
le processus morbide.
Dans ’hypothése qu’une administration précoce de glucose permettrait de
maintenir la glycémie a un taux normal et donc pourrait étre bénéfique pour
réduire la mortalité, nous avons entrepris d’étudier l'intérét d’une administration
précoce de glucose.
Pour ce faire, deux lots de 25 souris chacun sont constitués.
Le premier lot recoit une administration de 3 mg.kg' de glucose (en intra
péritonéale) a chaque heure, dés [’administration du toxique. Puis une dose de 8
mg.kg"' de BM au temps (T) = 6 heures, 12 heures et 24 heures.
Le second lot ne recoit que le traitement par le BM, aux mémes moments que le
lot précédent (Tableau VIII).

La mortalité a J; et la mortalité a Ji4 sont alors enregistrées dans les deux

lots.
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Tableau VIl : Traitement administré a 2 lots de 24 souris
(lot BM + Glucose et lot BM seul).

Temps(en heure)

Groupes
L T Tz T3 T4 Ts Te T Tis
d’essai
Lotl: Glucose Glucose Glucose Glucose Glucose BM Bf‘ B:A
BM + Glucose Glucose Glucose Glucose
Lot
BM BM BM
BM seul

4,2.4 - Analyse des données

Les calculs statistiques sont effectués a ’aide de Logiciel EXCEL sous Windows
et du module EPITABLE Calculator du Logiciel EPI INFO version 6.04bfr. La
comparaison des proportions est effectuée par le test exact de Fisher, et les
comparaisons de moyennes par une analyse de variances.

Le calcul des doses létales est obtenu par le logiciel CIRAD-CA / URBI
Montpellier Dose Létale 50 - Version 4.6, tandis que le calcul de la Dose efficace
50 du BM est effectué par le logiciel STATPHAR vers 2.6 / Laboratoire de

Pharmacologie - Faculté de Médecine, Limoges - France.

43



RESULTATS

V - RESULTATS

5.1 - TOXICITE AIGUE DE L’EXTRAIT D’ARILLES DU FISANIER.

e Doses létales 50 et 100 de I’extrait d’arilles.

L’administration de doses uniques d’extrait du fisanier provoque une
mortalité totale (100% des animaux) dans le groupe d’essai a partir de 2,5 g.kg' de
poids corporel, tandis qu’a la dose de 1,0 g.kg”’, on n’observe pas de létalité
(Tableau IX). Les effets toxiques (signes d’intoxications) sont observables a partir
de 1,5 g.kg"' de toxique.

La DLsp estimée par la méthode de régression logarithmique est de 2,1 g.kg™.
La DLy observée est de 2,5 g.kg™.

Tableau IX : Mortalité cumulée des animaux 72h apres intoxication, selon

la dose de toxique administrée.

Dose de toxique Mortalité cumulée des animaux dans le
(g.kg™) groupe d’essai (n = 6)
Essais 1 Essais 2 Essais 3
1,0 0 0 0
1.5 1 2 0
2,0 3 4 2
2.5 6 6 6
3,0 6 6 6
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Figure 7 : Courbe dose-effet : mortalité des souris en fonction de la dose de

toxique (ajustement logarithmique).
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e Signes cliniques de ['intoxication aigué chez la souris.

On observe une prostration sévére des animaux, qui survient environ 2 heures
apres 'administration du toxique. La souris reste blottie dans un coin de la cage,
et ne présente aucune réaction de fuite ou d’agressivité au touché, contrairement
aux souns saines.

Le pelage est presque toujours hérissé, méme lorsque la dose du toxique n’est
pas suffisante pour provoquer la mort de la souris. Hypotonie, tremblements e
parfois des convulsions sont également observés. La mort survient en moyenne 8 .
16 heures aprés Uadministration de ['extrait, presque toujours dans un tableau di
coma. On abserve une mortalité pfus rapide, lorsque la dose d’extrait est élevée.

De fagon générale, on observe une intensification des signes ave

["augmentation des doses de toxique (Figure 8).

Coms %

Convulsions e

¥ Tremblement §
Ti Hypotone - \ Cidke
g) , 12,5 g/kg
Poil herissé & l B2 gke |
! 1.5 g/kg |

Prostration ¥

nombre de ¢&s par
lot de 6 souirs

Figure 8 - Signes cliniques observés en fonction de la dose de
toxique administrée.
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5.2 - EFFICACITE DU BLEU DE METHYLENE

5.2.1 - Effet sur la mortalité et le temps de survie des animaux.

La mortalité cumulée 72 heures apres traitement (mortalité J;) diminue avec
’augmentation des doses de BM, pour atteindre une mortalité nulle a partir d'une
administration minimale de 8 mg.kg"' de poids corporel (Tableau X). Cependant, la
mortalité J,4 est encore plus élevée que celle a J;, méme pour les doses de BM
supérieures a 8 mg.kg ' (Figure 9).

Parallelement, le temps de survie totale par lot augmente au fur et a mesure
que les doses de BM administrées sont élevées. D’environ 10 jours pour le lot
témoin (n’ayant pas re¢u de BM), il atteint une valeur optimum d’environ 81 jours
pour le lot de souris traité par 14 mg.kg"' de BM (Figure 10).

Tableau X : Mortalité cumulée 72h apres intoxication, selon la
dose de Bleu de Méthyléne(BM) administrée.

Doses de BM administrée  pmortalité Js Mortalité Ji4

(mg.kg")
0 6 6
2 4 4
4 3 3
6 1 1
8 0 2
10 0 2
12 0 1
14 0 1
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doses de BM(mp/kg)

Figure 9 : Mortalité cumulée des souris a J; et Jiy aprés
intoxication selon la dose BM administrée.
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Figure 10 : Temps de survie total par groupe d’essai(selon la dose de BM).
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5.2.2 - Dose efficace 50 du Bleu de méthyléne.

Le traitement des souris par le BM induit une réduction de la mortalité. Cette
réduction de mortalité semble corrélée a la dose de BM administrée : Plus la dose
administrée est importante, plus la mortalité observée est faible (Tableau VIII).

Les résultats obtenus nous permettent de calculer la DEsy du BM. Elle est ainsi

estimée & 3,1 + 1,78 mg.kg™.

5.2.3 - Effet sur la température rectale

Le lot de souris saines présente une température rectale de 36,5 + 1°C en
moyenne. L’administration de I’extrait de fisan provoque une forte diminution de
la température rectale dans le lot de souris témoin (lot non traité) : d’une valeur
de 36,9 + 1°C avant administration du toxique, la TR passe a 32,8 + 1°C au bout de
24 heures (Tableau XII).

Dans le lot dont ’administration de l'extrait est suivie par le traitement au
BM, la Température rectale diminue de facon moindre a la 3°™ et 6°™ heure. Elle
remonte a partir de la 12°™ heure et tend a se normaliser au bout de la 24°™
heure (Figure 11).

On n’observe aucune variation particuliére aussi bien dans le lot de souris

saines que dans le lot témoin BM (Tableau XII).

Tableau Xl : Température rectale moyenne des souris par groupe d’essai en
fonction du temps.

C:lr’oupe.s Température rectales(TR) en °C
essai
(n=6) TR TR 3h TR 6h TR 12h TR 24h
avant apres apres apres apres
intoxication intoxicatio intoxication intoxication intoxication
n

Souris saines 36,5 +0,68 36,6 10,20 36,3 +0,78 36,0+1,24 36,9+0,87
Témoin fisan 36,9 +0,41 34,5+1,13 34,3+1,10 33,3+0,70 32,8+0,50*
Test (8 mg/kg) 37,1+0,65 36,0+0,55 35,4+0,81 357+0,95 35,9+0,42**
Témoin BM 36,8 +0,43 36,9+0,45 37,0+0,36 35,7+0,95 35,9+0,42**

*différence significative au seuil de 5 % (p<0,05 ) avec le groupe de souris saines
“*différence non significative au seuil de 5% (P>0,05) avec le groupe de souris saines
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température rectale (°C)
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Figure 11 : variation de la température rectale en fonction du
temps : souris traitées par le BM et souris non traitées.

5.2.4 - Effet sur la glycémie.

Les valeurs de la glycémie se situent entre 2 et 6 mmol.l" pour le groupe des
souris saines.

Dans le groupe témoin, l’administration de ’extrait de fisan provoque une
forte diminution de la glycémie au bout de la 3°™ et la 6™ heure : les valeurs de
la glycémie sont inférieures & 2 mmol.l”" pour la plupart des souris dans ce lot 4 la
6°™ heure (Figure 12).

Dans le groupe traité par le BM par contre, la glycémie se situe dans les
valeurs normales pour la plupart des sujets a la 6™ heure. Elle baisse légérement
pour 2 souris dans ce lot. La glycémie n’a subit aucune variation pour la moitié des

animaux (3 souris) dans le lot (Figure 13).
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Lot témoin

glycémie (mmol/l)
W

souris n°

roto m

Figure 12 : Variations de la glycémie dans le lot témoin a t0, t3 et t6.

lot test BM8 mg/kg

glycémie (mmol/l)
O = N W A WL N

Figure 13 : Variations de la glycémie dans le lot test (BM 8 mg.kg™)
ato, t3 et té.
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5.2.5 - Effets sur le poids des animaux

Le poids moyen des animaux en début d’expérimentation est de 35 + 5g.
L’administration de U’extrait de fisan provogque une baisse de poids chez les souris
dans tous les groupes d’essai. Cette baisse de poids semble cependant plus
marquée pour les lots ayant recus les plus faibles doses de BM (2 mg.kg' et 4
mg.kg'). On observe un poids moyen de 30g approximativement au bout de ta
période de surveillance pour les animaux survivants. Ce qui correspond a une perte
de poids de 15% environ par rapport au poids initial. La mortalité totale des
individus dans le lot non-traité au bout de 72 heures ne permet pas de suivre
I’évolution des poids. Le lot témoin BM ne présente aucune caractéristique

bartiCUliére (Figure 14).

Poids en gramme

BA—ttt
iR B3 4 §s 6 j7 8 jo jlo j1l ji2 jI3 4
Termps en jours

[—— Lot témoin ~o— BM2 —t~— BM# —0— BMs — BMB —8— Temoin BM

Figure 14 : Evolution du poids des souris par lot durant (a période de
surveillance (J; a Jy4) chez les souris survivantes.

52



RESULTATS

5.3 - DELAI D'INTERVENTION

La mortalité cumulée 72 heures aprés traitement varie en fonction du délai
d’administration du BM : Plus le délai est court, plus la mortalité est faible.
Lorsqu’on administre le BM 30 minutes a 2 heures apres ['administration du
toxique, la mortalité des animaux est tres faible, voire nutle au bout de 72 heures.
A partir d’un délai de 3 heures, on observe une plus forte mortalité (Tableau XIll).

Parallelement, le temps total de survie des souris est assez élevé pour les plus
faibles délais de traitement. Il diminue brutalement (presque de moitié), a partir

d’un délai de 3 heures (Figure 15).

Tableau Xl : Mortalité cumulée a J3 et J.4 en fonction du délai
d’administration du BM
Délais d’administration

du BM Mortalité aJ; Mortalité 3 Ji4
30 mn 0 0

1h 0 0

2h 1 2

3h 3 4

4 h 3 4

6 h 4 6

jours 20

T

30m Llh 2h 3h 4h 6h
adlars dadm du BMen hewrres

Figure 15 : Temps de survie des souris par lot (selon le
délai d’administration du BM).
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5.4 - INTERET DE L’ADMINISTRATION PRECOCE DE GLUCOSE .

La réduction de mortalité est plus importante dans (e lot « BM + Glucose » par
rapport au lot « BM seul ». Sur un échantillon initial de 25 souris par groupe
d’essai, on observe une mortalité J; de 3/25 pour le lot « BM + Glucose », et de
9725 pour le lot « BM seul », La mortalité Ji4 pour le groupe « BM + Glucose » est

également trés nettement inférieure a celle du groupe « BM seul »,

J14

dale d'observation

15 20 25

effectif mortalité cumulée
‘ BM+Glucose O0BM seul (
—

.Figure 16 : Effectif mortalité cumulée a Jy et Jig en fonction
du traitement : BM + Glucose ou BM seul.
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VI - DISCUSSIONS

6.1 - LE MATERIEL ET LA METHODE.

6.1.1 - Le modéle animal.

Nous avons utilisé dans nos expérimentations, des souris de souche NMRI. Ce
sont des souris de type albinos généralement utilisées comme animal
d’expérimentation dans diverses disciplines biomédicales, en particulier en
pharmacologie et en toxicologie. C’'est une souche qui présente des variations
génétiques minimales ainsi qu’une faible variabilité dans les réactions biologiques.

Cependant, les prélevements de sang pour examens biologiques sont
d’application difficile avec ce type de modéle animal lorsqu’on utilise des
méthodes macro-analytiques. La technique habituellement utilisée est la ponction
cardiaque sur souris anesthésiée [19, 14]. Cette technique n’est cependant pas
adaptée lors d’expériences chroniques. Pour ce type d’expériences, les
échantillonnages a répétition imposent U'utilisation de trés petites quantités de

sang et donc lemploi de méthodes micro-analytiques.

6.1.2 - Les méthodes d’étude.

Les parameétres que nous avons retenus pour cette étude sont les suivants:
- la mortalité cumulée apres un délai de 72 heures,
- la glycémie,
- la température,
- ’évolution du poids des animaux au cours de l’expérimentation.

Ces parameétres ont également été utilisés lors de l’étude de I’antagonisme de
’hypoglycine par la glycine [4].

L’hypoglycémie, I’hypothermie et U’excrétion d’acides dicarboxyliques dans
les urines sont les manifestations les plus observées dans les cas d’intoxications par
le fisanier chez I’homme, en particulier les enfants [45, 69, 65, 26, 46].

Dans les études expérimentales chez les animaux, les troubles métaboliques
observés comprennent également [’hypoglycémie sévere, [’hypothermie,
’acidémie isovalérique et wune excrétion urinaire importante d’acides

dicarboxyliques [4, 26, 20].
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Les manifestations biologiques de l’intoxication par le fisanier sont donc en
parti similaires chez les animaux d’expérimentation comme chez les enfants.

En plus de 'effet sur la mortalité des souris, la glycémie et I’hypothermie
sont des paramétres biologiques qui nous paraissent donc essentiels pour apprécier
’efficacité du BM. L’étude de ces paramétres nécessite des techniques
relativement simples a mettre en ceuvre.

Cependant, une étude ultrastructurale et biochimique permettrait de mieux
apprécier l'efficacité du BM : la mesure des modifications structurales au niveau
des hépatocytes (fractions mitochondriales), ainsi que le dosage des métabolites de
’hypoglycine ou des substrats d’acyl-CoA dans le sang et dans les urines
constituent de bons parameétres [11, 51,52, 66]. Ces techniques ont été utilisées
pour {’étude de ’antagonisme de [’hypoglycine par la glycine [4].

Le dosage des enzymes de la B-oxydation est également utitisée dans diverses
expéerimentations. On dose en particulier les acyl-CoenzymeA déshydrogénases :
palmitoyl-CoenzymeA  déshydrogénase, butyryl-CoenzymeA  déshydrogénase,
isovaleryl-CoA déshydrogénase, malate déshydrogénase [22].

D’autres techniques sont aussi applicables, comme par exemple la mesure de
[’activité enzymatique. Elle se fait par le dosage du CO; produit par le cycle de la
B-oxydation. On utilise des substrats marqués (acides gras marqués au C), dont
I’oxydation génére du 'C0O; que l'on dose par des méthodes de scintigraphies
[4, 36, 51, 31, 75]. La mise en ceuvre de toutes ces techniques nécessite du
matériel spécialisé. Les dosages se font le plus souvent par des méthodes HPLC ou
de CPG.

Dans notre étude, les contraintes relatives au modele animal choisi et aux
moyens techniques disponibles ont imposé ['utilisation de bandelettes réactives
pour le dosage de la glycémie. Cette technique est d’une application simple chez
la souris, le prélévement étant effectué au niveau de !’extrémité de la queue de
’animal. De plus, elle rend possible le suivi chronologique de la glycémie chez la
souris. C’est une technique peu précise puisqu’elle ne permet pas d’avoir une
valeur chiffrée exacte de la glycémie. Cependant l’essentiel dans cette étude était
de noter U’apparition d’une hypoglycémie, puis d’apprécier le caractére sévere ou

modéré de celle-ci. Ce qui est réalisable avec les bandelettes.
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La voie intra-péritonéale a été choisie comme voie de traitement par le BM en
raison de sa facilité d’acces chez les rongeurs. Elle permet une inoculation rapide
et quantifiable. Les substances introduites dans la cavité péritonéale sont

rapidement absorbées dans la circulation [14].

6.2 - LES RESULTATS

e ———————

6.2.1 - Toxicité aigué de I’extrait d’arilles du fisanier chez la souris

La pathogénie de l'intoxication aigué expérimentale par le fisanier chez la
souris semble liée a la dose d’extrait administrée. Une forte dose non seulement
provoque une plus forte morbidité et une plus grande mortalité, mais elle diminue
également le temps de survie et provoque plus rapidement |'apparition des signes
d’intoxication qui sont généralement plus intenses que chez les animaux ne
recevant qu’une plus faible dose.

La DlLso de U'extrait de fisan est estimée selon la méthode de régression
logarithmique a 2,10 g.kg". Cette valeur semble assez élevée. Elle est cependant
compatible a une étude antérieure réalisée en Céte D’ivoire [20]. En effet, la dose
minimale toxique (DMT) d’un lyophilisit d’extrait de fisan déterminée chez la
souris y était évaluée a 1,87g.kg", soit environ 81g d’arilles frais. Ce qui
correspond a un peu plus de cinq arilles, un arille pesant environ 15 gramme [20].

Dans l’échelle de toxicité de Gosselin Smith et Hodge, de telles valeurs
correspondent a l’indice de toxicité 3 (substances modérément toxiques). Rapporté
a ’homme, l’ingestion de ces quantités est peu probable. C’est pourquoi certains
auteurs ont attribués les intoxications a une sensibilité plus grande de |’organisme
humain a l’hypoglycine A [20].

Si la consommation des arilles de fruits immatures releve le plus souvent de
cas d’accidents (surtout chez les enfants), la consommation des arilles de fruits
m{rs par contre est largement répandue dans certaines régions. Ces arilles mirs
sont réputés non toxiques (en administration unique) parce que contenant de trés
faibles quantités d’hypoglycine A [13].
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Cependant, l’effet de l'ingestion répétée (consommation réguliére sous forme
de repas) n’est pas clairement établi. S’il est vrai que les fruits mirs contiennent
des doses tres faibles d’hypoglycine A (<1,2 ppm) [8, 9], il reste impossible
d’affirmer que leur consommation réguliere ne peut pas entrainer un effet
cumulatif et provoquer a la longue des intoxications mortelles. La dose journaliére
admissible d’hypoglycine (DJA) est actuellement inconnue.

La survenue d’un cas d’intoxication chronique décrit par Larson et al
constitue une preuve que [’intoxication chronique est possible [40].

La responsabilité des arilles mirs ne doit donc pas étre négliger et mérite une

plus grande investigation.

6.2.2 - Efficacité du BM sur I’'intoxication aigu€ expérimentale chez la souris

Les résultats de nos expérimentations sur la souris montrent que le traitement
par le BM permet de réduire la mortalité due a ’administration d’une dose toxique
d’extrait de fisan. Cependant les doses de BM nécessaires pour obtenir une
réduction de mortalité significative sont assez élevées (8 mg.kg™' au moins), et le
traitement doit étre effectué dans un délai assez court pour étre efficace. Apres un
délai de 3 heures, on observe une faible action.

Ces observations indiquent que [’absorption de l’hypoglycine a travers la
muqueuse intestinale est trés rapide et que les troubles métaboliques induits
apparaissent également assez vite. Ce qui confirme que l’intoxication aigué par le
fisan est une urgence et que l’intervention doit étre trés rapide. Dans les cas
d’intoxication chez les enfants, la mort survient en moyenne 24 a 48 heures apres
'intoxication [46].

Trois administrations de BM a intervalle de 6 heures ont été nécessaires pour
obtenir ces résultats. La demi-vie du BM étant d’environ 5 heures, il est essentiel
de maintenir une concentration plasmatique suffisante par une administration
répétée. Dans le cas de l’intoxication a l’ifosfamide, ce sont souvent des perfusions
de BM qui sont effectuées [15]. Il est donc probable qu’une administration répétée
soit nécessaire si le BM est efficace pour traité l’intoxication au fisan chez

’homme.
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La dose minimale de 8mg.kg' nécessaire pour obtenir des résultats
significatifs chez la souris parait élevée. Une telle dose n’est en effet pas
applicable chez ’homme. Cependant la dose de toxique nécessaire pour provoquer
[’effet toxique chez la souris est également élevée (2,5g.kg™"). Sans pouvoir chiffrer
la quantité exacte de fisanier responsable des intoxications chez les enfants, il est
certain qu’elle est largement inférieure a la dose toxique observée chez la souris.
Rapporté a l’échelle des enfants, la consommation de telles quantités de fisanier
est en effet trés peu probable.

Si ’on suppose qu’il existe une corrélation entre la dose de toxique et la dose
efficace de BM on peut estimer que la dose efficace dans les cas d’intoxication
chez les enfants serait largement inférieure a celle observée chez la souris, et
située dans la limite des doses tolérables par ’organisme humain, c’est a dire 1,5 a
2 mg.kg™.

L’administration du BM semble également réduire |’hypothermie induite par
'extrait de fisan. La baisse de la température est nettement plus faible dans le
groupe de souris traitées par le BM, avec méme une tendance a la normalisation au
bout de 24 heures. Dans ce groupe, la différence entre la TR avant intoxication et
celle au bout de 24 heures n’est pas significative au seuil de 5% (p>0,05). La TR
dans ce lot n’est pas différente de celle du lot de souris témoins. On note par
contre une différence significative avec le lot qui n’a pas recu de traitement.

La mesure de la température constitue ainsi non seulement un élément
diagnostic important, mais peut permettre également de suivre l’évolution de
|’état des malades dans les cas d’intoxication aigué par le fisan.

L’administration du BM semble également réduire [’hyoglycémie. Sans pouvoir
déterminer si la différence est significative ou non dans notre étude, il est
cependant clair que le groupe de souris traité par le BM présente des glycémies qui
se situent dans la fourchette des valeurs normales contrairement au groupe de
souris non traitées.

L’administration de BM aux souris intoxiquées semble donc apporter une
correction des troubles métaboliques provoqués par U'extrait de fisan (en
particulier I’hypothermie et ’hypoglycémie) lorsqu’elle est faite dans un délai

relativement court.
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Nous avons pu également remarquer que le poids des animaux survivants
diminue progressivement apres l’intoxication. On observe une perte d’environ 15%
du poids initial au bout de 14 jours de surveillance (J14). Cette baisse de poids
parait plus importante dans les groupes de souris traitées par les plus faibles doses
de BM. La différence de poids a Ji4 n’est cependant pas significative avec les
groupes de souris recevant de fortes doses de BM.

L’amaigrissement progressif pourrait s’expliquer par la présence de lésions
chroniques, localisées au niveau hépatique avec comme conséquence une
altération des processus de synthéses. Il est connu que [’hypoglycine A provoque
chez ’homme, des lésions hépatiques compatibles au syndrome de Reye (stéatoses
micro-vésiculaires entourés par des stéatoses macro-vacuolaires). Ce type de
lésions induit une altération du métabolisme hépatique [54, 30].

Au-dela de l'effet aigu, l’hypoglycine A est donc trés probablement toxique a
moyen et long terme méme suite a l’ingestion de doses méme tres faibles.

Cependant, le caractére définitif ou réversible de ces séquelles n’est pas
établi. C’est pourquoi une étude anatomo-pathologique est nécessaire a long terme
pour préciser [’état du foie.

L’administration de glucose précoce a permis de réduire de fagon plus
sensible la mortalité des souris intoxiqués. Ceci, méme avec un délai
d’administration du BM relativement long (6 heures).

Ceci démontre que I’hypoglycémie constitue un facteur de mauvais pronostic
et que le maintien de la glycémie a un taux normal est d’un intérét certain.
Cependant, d’autres phénomeénes sont probablement impliqués dans le processus
morbide, l'administration du glucose ne permettant pas d’annuler U’effectif de la

mortalité.

6.2.3 - Le mécanisme d’action antidotique du bleu de méthyléne
L'inhibition initiale de l’hypoglycine A concerne les acyl-CoA déshydrogénases:
butyryl-CoA  déshydrogénases, isovaryl-CoA déshydrogénases, 2-méthyl-CoA
déshydrogénases. Cette inhibition s’effectue au niveau du coenzyme FAD de la
molécule enzymatique, et c’est le MCPA-CoA (principal métabolite de
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’hypoglycine) qui en est responsable. Ceci conduit a I’accumulation de substrats
enzymatiques dans la matrice mitochondriale.

Le blocage de la B-oxydation résultant de cette inhibition enzymatique
provoque une accélération du catabolisme des glucides ainsi qu’une inhibition de la
néoglycogénése. Ce qui conduit a une hypoglycémie sévére. Le déficit énergétique
qui en résulte conduit a divers troubles métaboliques qui a terme vont entrainer la
mort dans un délai assez court (24 a 48 heures) [46].

Les mécanismes intimes de linhibition du coenzyme FAD des acyl-CoA
déshydrogénases ne sont pas encore totalement connus. Deux hypothéses de
mécanisme toxique ont été proposées :

- La premiére hypothése consiste en une o-déprotonation, suivie d’une rupture
de liaison. Le carbanion conjugué, qui en résulte se fixe de fagon covalente au
coenzyme FAD, inactivant de ce fait I’enzyme.

- La seconde hypothése consiste a une oxydation a un électron.

Ces deux mécanismes conduisent tous a une modification covalente du
coenzyme FAD au niveau du site actif des acyl-CoA déshydrogénases. Cette
modification constitue le principal processus de l’'inactivation enzymatique.

L’action directe du BM sur Uhypoglycine A n'est pas connue. Il a été
cependant démontré que le bleu de méthylene stimule de fagon sensible la B-
oxydation des acides gras dans la mitochondrie [75]. Dans son état oxydé, le BM
présente une affinité pour la mitochondrie, en raison du caractére cationique de la
molécule. Il va s’accumuler dans la membrane mitochondriale. Cette accumulation
va provoquer une altération de la perméabilité membranaire, favorisant ainsi le
passage des acides gras, sans intervention du systéme de la camitine. Ceci permet
une augmentation du pool intramitochondrial d’acides gras, substrat nécessaire aux
réactions de la B-oxydation.

Ces observations indiquent que théoriquement, le BM pourrait compenser
Uinhibition de la B-oxydation des acides gras par [’hypoglycine [75]. Les résultats
de nos expérimentations semblent confirmer cette hypothése.

D’autres mécanismes d’action sont également envisageables. Le BM est
couramment utilisé en thérapeutique pour traiter les méthémoglobinémies

toxiques résultant des intoxications par les produits oxydants. Il agit
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habitueltement par un mécanisme d’oxydo-réduction par échange d’'un étectron. La
méthémoglobine est réduite en hémoglobine tandis que le BM est oxydé en un
leuco-dérivé. La régénération du BM dans son état réduit fait alors intervenir le
systéme NADP/NADPH, par action de la NADPH réductase encore appelée
Diaphorase Il (Figure 17).

Un tel mécanisme d'action pourrait-il étre envisager dans le cas de
l"intoxication par U’hypoglycine? En d’autres termes, le BM peut-il intervenir
comme cofacteur dans la réaction de déshydrogénation des acyl-CoA (1% étape du
cycle de Lynen)?

Les données de la littérature a notre disposition ne nous permettent pas de
discuter sur la question.

Toutefois, la configuration moléculaire du BM laisse entrevoir la possibilité
d’une telle réaction. Le BM pourrait alors intervenir comme coenzyme, dans cette
réaction d’oxydoreduction catalysée par ’acyl-CoA déshydrogénase, en substitution
au coenzyme FAD inactivé par [’hypoglycine ; l’intervention du FAD dans la
réaction de déshydrogénation se faisant également par une réaction
d’oxydoréduction.

Des études plus approfondies permettraient de comprendre ’action spécifique

du BM sur chacune des quatre étapes principales de la f3-oxydation.
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Figure 17: Mécanisme d’action du bleu de méthyléne dans le traitement des
méthémoglobinémies toxiques

Les troubles métaboliques observés lors de l'intoxication par |’hypoglycine
sont en parti dus au déficit énergétique secondaire a l’inhibition de l’oxydation des
acides gras. La réactivation de cette B-oxydation par le BM permet une
réegénération du capital énergétique. Ce qui pourrait expliquer la correction des
troubles métaboliques observes.

Il est cependant utile de préciser que le BM est souvent toxique a des doses
supérieures a 7-8 mg.kg' chez U’humain. Il est en effet responsable de
methemoglobinémie, surtout en présence d’un déficit enzymatique en Glucose-6-
Phosphate déshydrogénase (G¢PD) [44]. Il s’agit d’une anomalie congénitale
récessive responsable d’une anémie hémolytique. Dans la variante GdA™ (variante
négroide) ’activité enzymatique est de l’ordre de 10 a 20%. Il n’y a pas d’hémolyse
chronique, mais plutdot des crises d’hémolyse aigué souvent déclenchées par la
prise d’agents oxydants dont le BM.

Le traitement par le BM devrait donc se faire en surveillant la survenue
éventuelle d’hémolyse.

Les doses de BM utilisés dans le traitement des méthémoglobinémies toxique
et aussi dans l’intoxication a U'ifosfamide sont de L’ordre de 1,5 a 2 mg.kg”. A ces
doses, le BM est bien tolérée et ne présente pas d’effets adverses [79, 38].
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Jusque la, aucune référence ne fait allusion a ['utilisation des autres
molécules proposées pour traiter les cas d’intoxication chez I’homme. La glycine a
permis de réduire la mortalité, I’hypoglycémie et I’hypothermie dans l’intoxication
expérimentale chez le rat [4]. Le clofibrate a été également efficace en traitement
préventif [74]. Ces molécules n'ont probablement pas été efficaces pour traiter les
cas d’intoxication chez ’homme. Ce qui pourrait expliquer ’absence de référence
a ce sujet.

Le BM pourrait étre utilisée comme antidote. Mais il est nécessaire de mener
une étude expérimentale avec un échantillon de plus grande taille, en utilisant des
techniques d’étude encore plus précises (dosages les métabolites dans le sang et
les wurines, évaluation de Vl'activité enzymatique, études hépatohisto-
pathologiques...). Une étude de phase Il chez les enfants intoxiqués permettrait de

confirmer son efficacité et de préciser un protocole de traitement.
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VIl - CONCLUSION

L’intoxication par les fruits immatures du fisanier est une pathologie d’autant
plus grave qu’il n’existe pas encore de traitement antidotique. De nombreux
enfants en sont victimes, non seulement au Burkina Faso mais aussi dans les pays
de la sous région Quest-africaine. Si les campagnes d’information sont nécessaires
pour réduire le risque d’accident dans les régions concernées par le probleme, la
recherche d’un antidotique est indispensable pour permettre une prise en charge
thérapeutique adéquate des cas, afin d’éliminer le risque vital.

L’étude expérimentale effectuée chez la souris montre que le BM peut étre
efficace pour réduire la létalité de l’intoxication aigué par le fisan.

L’administration de fortes doses de BM a permis de réduire la mortalité et
dans une certaine mesure, U’hypothermie et [’hypoglycémie chez les animaux
intoxiqués par une dose mortelle d’extrait de fisan. La DEsp du BM est de
3,img.kg”. L’efficacité du BM est cependant réduite lorsque le délai
d’administration est supérieur a 3 heures. L’administration de glucose précoce a
également été trés bénéfique. Elle permet en effet de réduire plus sensiblement la
mortalité, méme lorsque le délai d’administration du BM est retardé.

Le bleu de méthyléne est relativement peu colteux et bien toléré chez
l’homme & des doses de 1 & 2 mg.kg™. Il est couramment utilisé en toxicologie pour
traiter les méthémoglobinémies toxiques. Il est également utilisé dans le
traitement de l’encéphalopathie a l'ifosfamide, pathologie dont les mécanismes
physiopathologiques et les manifestations sont semblables a celles de l’intoxication
par le fisan.

Si l’extrapolation des résultats obtenus chez la souris a I"homme reste
pratiquement impossible, on peut cependant suggérer que le BM puisse étre
bénéfique pour traiter les cas d’intoxication par le fisan chez les enfants. En
association bien sir avec un traitement symptomatique approprié. Les résultats
obtenus chez la souris constituent une base expérimentale a cette hypothése.



CONCLUSION

Une étude expérimentale sur un échantillon de plus grande taille ainsi qu’un
essai clinique de phase Il pourrait permettre de confirmer |’activité du Bleu de
méthyléne.

En pays Lobi, les tradipraticiens utilisent une décoction de
néré (Parkia biglobosa) dans le traitement des cas d’intoxication par le fisan
clairement établis. Une étude expérimentale pourrait également étre effectuée,
qui permettrait d’en préciser Uefficacité. Il existe donc de bonnes perspectives
mais il conviendrait de les explorer efficacement, afin de pouvoir trouver

[’antidote de choix pour cette intoxication.
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RECOMMANDATIONS

Aux autorités sanitaires

Mener des campagnes d’'informations de la population sur les dangers encourus
par la consommation du fisanier.
Sensibiliser et former le personnel de santé sur |’intoxication aigué par les fruits

non mars du fisan et sa prise en charge médicale.

Aux équipes de chercheurs

Etudier les risques liés & la consommation réguliére sous forme de repas des
fruits mirs du fisan qui sont réputés non toxiques en raison de la faible dose
d’hypoglycine(toxicité chronique).

Mettre en ceuvre une étude de phase Il avec le BM a la dose de 1 a 2 mg.kg"
dans les cas d’intoxications aigués chez ’enfant.

Etudier I’efficacité des décoctions de néré (Parkia biglobosa) qui, utilisé par les

tradipraticiens semble donner des résultats intéressants.
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ANNEXES

Annexe 1: Noms vernaculaires de Blighia sapida dans différentes langues
d’Afrique de I’Ouest [54].

Langue Dénomination Langue Dénomination
Francais Ris de veau, figuier finsan, Gouro tia
fisanier
Anglais ackee apple Lobi, Dagara ti, tyira
Adja atjan Mende jokomi
Ditamari somba  nufugudom Ashanti achim, akyen, akye
Bobo finsan Twi ankye, ankye fufuo
Dioula fisan Fanti twi takwadua
Mooré finsan Ga hatschi, ayigbeatia
Bambara finza Krobo kingatsho
Toussian pinrin Ewe adza, atsia
Yoruba fiza, ishin, ishin jije, ishin oka Awuna adza, atsia
Malinké fiza Chumbulu kake
Kabyé kposso Tshandjo peso
Koto koli kpézo Kabure peso
Moba gbeng Losso peso
Tagwana kohou, koum Kuatchi keka
Djimini kokougo Basarn bugpom
Baoulé kaa konkomba bugob
Ebrié atuanbi Haoussa fisa, gwanja, kousa
Shien pakgwe Fulani feso
Nupe ila, ella Onitscha okwocha
Langues ukpe, ukpe nofoua, ukpe-aghaba Boki otusi-shet
béninoises
Sobo ukpe rehren Kukuruku awai
Ibo okpu Jeknri abikotor
Owerri okpu ocha ljaw ilipa
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Annexes 2 : Maturity scale assigned to ackee fruit [8].

Assigned N°

Description of fruit

Blossom Development Very small

Small

Medium

Large full size
Fruit tumed colour

Medium open
Wide open

Hard green

Hard green

Some yellowing

Completely red or yellow (no green)
Pod lobes split to ~15~-mm separation
Seeds and arrilli visible

Pod interior visible

Arrilli completely exposed Pod shrivelling

1
2
3
4
5
6 Slightly open
7
8
9
0

10 Onset of spoilage

Arnlli decay evident

Annexes 3 : Caractéristique du thermométre digitale MT 1621-BMWC

Caractéristiques

Etendue de mesure
Précision

32,0°C a 43,9°C

+ 0,1 entre 34,0°C et 40,0°C
+ 0,2 en dehors de cette plage a une température
de 18°C a 28°C

Echelon 0,01
Température de o 3 4n°
stockage -10°C a 60°C
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Annexe 4: Tableau d’ajustement de la courbe Log-normale par la méthode du
maximum de vraisemblance (calcul de la DE 50 du BM).

DE 50 BM
N° Conc log Survivant pobs pcalc Ecart Ecart.ty Ecart.r
(mg/kg) Conc S pe éd
1 2 0.3010 2 0.3333 0.2272  0.1061 0.1711  0.6205
2 4 0.6021 3 0.5000 0.6765 -0.1765 0.1910 -0.9242
3 6 0.7782 5 0.8333 0.8777 -0.0443 0.1338 -0.3315
4 8 0.9031 6 1.0000 0.9519 0.0481 0.0873 (.5503
5 10 1.0000 6 1.0000 0.9799 0.0201 0.0573 0.3505
6 12 1.0792 6 1.0000 0.991% 0.0089 0.0384 0.2322
7 14 1.1461 6 1.0000 0.9958 0.0042 0.0263 0.1586

Annexes 5 : Caractéristiques des bandelettes réactives BM-TEST
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conseillers de !'Ordre des pharmaciens et de mes
condisciples :

D'honorer ceux qui m’ont instruit dans les préceptes de
mon art et de leur témoigner ma reconnaissance en
restant fidele a leur enseignement ;
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envers le malade et sa dignité humaine.
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