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I. Introduction:

La méthémoglobine (métHb) est un dérivé oxydé de 'hémoglobine. Elle se
forme de maniére permanente a I'intérieur du GR.

Elle n’est retrouvée qu’a des taux tres faibles car il y a des systemes qui assurent sa
réduction pour éviter son accumulation.

Cependant, sous l'effet de certaines substances oxydantes
(méthémoblobinisantes), la capacité de réduction de ces systemes est dépassée, il y
aura donc une accumulation de la métHb, potentiellement toxique pour
I'organisme.

II. Rappel physiologique :
*LHémoglobine (Hb):

C’est une chromoprotéine constituée de :

= Une partie protéique: la Globine; deux chaines a et deux chaines non a(f3, y, o)

= Un groupement prosthétique: I'Heme; cycle tétra pyrrolique contenant un
atome de Fer ferreux Fe2*

Chaines de globine B

Groupement
héme

Chaines de globine «

(a) L’'hémoglobine est composée de globine (quatre chaines (b) Molécule d’heme contenant du fer
polypeptidiques : deux alpha et deux béta) et de quatre
groupements hémes.




Dans 1 'Hb, le fer ferreux Fe2* présente 6 liaisons de coordination:
* 4 liaisons avec les 4 N du cycle tétra pyrrolique
1 liaison avec une histidine de la globine

* 1 liaison avec un O, (= role de transport)

His ET
distale

*La méthémoglobine :

Elle résulte de I'oxydation du fer ferreux (Fe?*) de I'Hb en fer ferrique (Fe3*) qui est
impropre au transport de 'O,

oxydation

Hb(Fe2*) - »  MetHb(Fe3*)

reduction

A Tétat physiologique, elle existe en tres faible quantité dans le sang
~1% chez I’adulte
~1,5% chez le NN

~ 2% chez le prématuré

ITI. Systémes de réduction de la méthémoglobine :
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Le GR possede de nombreux systemes réducteurs enzymatiques ou chimiques,
permettant de maintenir le taux de métHb ~1% :

* Laréduction enzymatique nécessite l'intervention des cofacteurs NAD ou
NADP, produits de la glycolyse érythrocytaire.

* La réduction chimique se fait par le glutathion réduit ou I'acide
ascorbique.

A. La réduction enzymatique: On distingue 02 voies:

1. Voie NADH>-dépendante:

C’est la principale voie de réduction de la metHb en situation physiologique. Elle
est liée a la glycolyse anaérobie (voie Embden-Meyerhoff).

Elle fait intervenir :
* Enzyme : Diaphorase I (metHb réductase I)

» Cofacteur : NAD (nicotinamide adénine dinucléotide)

Elle ne nécessite pas d’accepteur d’electrons éxogeéne — voie fonctionnelle.

Les sujets déficients spontanément en cette voie présentent 10-50% de leur Hb sous
forme de metHb en dehors de toute intoxication.

. MetHb
Acide diphospho

, . réductase : Yo
l\' )P - l ‘ xh( WN]U!‘ NAD ‘\ (’l.l')h()l.l\(‘ W‘M'Ob‘m F'
réduite

Phospho

glycérate kinase
\ / MetHb
ATP Acide 3 NADH, H* réductase Hémoglobine Fe?*

phosphoglycérique oxydée

-Voie NADH, dépendante-

2. Voie NADPH; dépendante:




C’est une voie accessoire. Elle est liée a la glycolyse aérobie (voie Dickens-
Honecker). C’est une voie a rendement physiologique faible, qui n’entre en action
que s’il y a déficience en anaérobie d’ou I'appellation de voie potentielle.

Elle fait intervenir :
* Enzyme : Diaphorese II (métHb réductase II)
» Cofacteur : NADP

Elle nécessite 'apport exogene d'un accepteur d’é (substance réductrice) ex: bleu
méthylene réduit.

Elle est inutile en cas de déficit héréditaire en G6P’D ou en NADPH,
déshydrogénase.

Glucose Methb
o(P) NADF, wiductase Méthémoglobine Fe'*
diaphorase Il
réduite
Glucose 6
déshydiogénase
MéHb
niductase Il Hémoglobine Fel*
NADPH, H* oxydde

Acide !J@
gluconique NADP*

-Voie NADPH, dépendante-

B. La réduction chimique:

Elle se fait par I'intervention d’agents chimiques. C’est une réduction bi-
moléculaire car elle ne fait intervenir que 1'agent réducteur et la métHb.

Les agents les plus actifs sont 1'acide ascorbique et le glutathion réduit.

1. Voie du glutathion :

C’est une voie secondaire ; elle ne réduit que 10 a 15 % de la MétHb
physiologique. Elle est lente et insuffisante si INTX.




glutathion réduit

NADPH glutathion rdduciass '

G3S-8CG

-Voie du glutathion-

2. Voie de l’acide ascorbique :

L’acide ascorbique possede une action réductrice trés efficace de la méthémoglobine
par cession directe d'un électron.

L'acide déhydroascorbique obtenu est alors réduit par le glutathion (GSH) présent
dans la cellule.

C’est une voie secondaire de réduction, elle assure la réduction de moins de 15% de
la MétHb physiologique.

Elle est lente et insuffisante si INTX.

utathion oxydé
¢ Gs.sc;oxy -~ acide scorbique - HbRe o
@“‘%N'C;'ggéd““ acide dehydroasoortiue e 4

- Voie de lI'acide ascorbique-

Remarque : En dehors de ces agents réducteurs, la méthémoglobine pourrait aussi

étre réduite selon deux autres voies:

1) Interaction de la méthémoglobine avec les radicaux superoxydes
*O-»+ HbFe3* = HbFe2* + O,

2) Interaction de la méthémoglobine avec le radical *NO selon la réaction:

HbFe3* + *NO = HbFe2+ + NO*

Ces réactions sont de rendement faible ou inconnu et leur role reste a démontrer.

IV. principaux méthémoglobinisants :
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Composés Composés
minéraux organiques

Composés
aminés et Autres
nitrés

A. Composés minéraux :

1. Nitrites NO»-:

IIs proviennent de

* Biosynthése endogene: a partir de « ARGININE » + réduction des nitrates par les
bactéries intestinales NO3- — NO»>-

*Sources exogenes : Engrais de contamination des Végétaux + charcuterie + Eaux
des nappes phréatiques++ cours d’eau (boissons+poissons)

NOy + 2Hb + 2H* = H>O + MetHb + HbNO
% DL :100 mg/kg /homme

'CYCLE TERRESTRE
N> ATMOSPHERE
CYCLE OCEANIQUE

N2, (N2O, CO3)

N
Nz. (N:O. CO:) 4
N2, (N2O, CO3)
Dénitrification <~ rd
'-:~ "":Acl tés
hunl-nv..m,, Fixation Dénitrification
* B A Y Fixation
NHg ", (NH;3) 7 o s R~ S
NO2". NO4y~
s o8 Nitrdfication
par végétlaux {
et animaux
Niutrification 2 "
Deétnius 20 -
organiques - S

Biosynthese endogene des déerives nitres

2. Chlorates :




Chlorate de sodium (NaClOs) : herbicide (dose létale 7 g/ Adulte)

Chlorate de potassium (KCIOs) : industrie des colorants, explosifs, tétes
d’allumette (dose létale 10-15 g/ Adulte; 1 g/enfant)

L)

» Toxicité:

D)

- méthémoglobinémie intense avec hémolyse
- Causticité digestive : nausées, vomissements et douleurs épigastriques
- Atteinte rénale
- Nécrose hépatique
% DL(NaClOs) : 7g / Adulte
DL(KCIOs) : 10-15 g/ Adulte; 1 g/enfant)

3. Permanganate de potassium KMNO4 :

Antiseptique dermatologique
* Toxicité:
-Méthémoglobinémie intense avec hémolyse.
-Causticité digestive
-Nausées, vomissements et douleurs buccopharynggées.

% Dose létale :

-DL:10-20g / Adulte

4. Ferricyanures de K :

- Méthémoglobinisants stcechiométrique

B. Composés organiques:




1. Composés organiques aminés et nitrés: le tableau suivant résume les

principaux représentants ainsi que leurs utilisations :

Tableau :principaux composés aminés et nitrés et leurs utilisations.

Y’ aminés aromatiques

Y’ nitrés
aromatiales

Composés
Aniline

Sulfones
Primaquine
Benzocaine
Phénacétine

Bleu de méthyléne:

Trichlorocarbanilide

Sulfamides
(aminé aliphatique)

Nitrobenzéne

Dinitrobenzéne
Nitrotoluene

Nitroglycérine
(nitré aliphatique)

Utilisations

Colorants, produits phytosanitaires
Anti lepreux

Antipaludéen

Anesthésique local

Analgésique

Antidote métHb mais méthémoglobinisant si surdosage
ou déficit GEPD

Produits ménagers

Les plus méthémoglobinisants ont été abandonnés
(ex : sulfanilamide)

Synthése organique , peintures , vernis; pesticides,
odeur d’'amande amére

Colorants, explosifs
Intermédiaire de synthése

Colorants , explosifs, vasodilatateur coronarien

%+ A propos des dérivés aminés et nitrés aromatiques:

-Ce sont des liquides ou solides, liposolubles, volatils (composés nitrés+)
-Utilisés en industrie, le commerce/ exposition professionnelle++ (metbemie 5%)
-Absorbation transcutanée, respiratoire (composés nitrés+), digestive possible
-Métabolisés en phénylhydroxylamine=hydroxyaniline : métabolite actif

(figure ci- apres).




1NH,
i

Aniline

Oxydation

v

IIJHOH

i

Phénylhydroxylamine

Hb

NO->
I
Nitrobenzéne

Réduction

NADPH,

INitrosobenzéne
s

— > H,O

MetHb

-Mécanisme d’action toxique des dérivés aminés et nitrés aromatiques-

Toxicité:

-Méthémoglobinisants, hémolysant (a forte dose), hépatotoxiques (composés nitrés)

-Irritant=»peau, muqueuses, voies respiratoires (composés nitrés+)

- Certains composés aminés =»cancérogenes certains pour I’homme (groupel CICR)

cancer de la vessie++
Béta-naphtylamine
4-aminobiphényle

Benzidine

Mécanisme: métabolites hydroxylés— intermédiaire électrophile— adduits /ADN

2. Autres composés organiques

- naphtaléne: insecticide (boules de naphtaline) /2 boules mortelles = enfant

- paradichlorobenzene: antimites, désodorisant

- quinine: antipaludéen

- résorcine: tannage

V. Toxicité des méthémoglobinisants :
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A. Modes d’action toxique :

1. Effets des méthémoglobinisants :

» Formation de la MétHb par Oxydation de I’ Hb

> Lyse membranaire par Peroxydation lipidique

» Formation de corps de Heinz suite a la dénaturation et précipitation de
I'Hb

= HEMOLYSE souvent associée @ methémoglobinurie

2. Effets de l’oxydation du fer de ’hémoglobine:

*Fe3+ établit 6 liaisons de coordination :
-4 avec N tétrapyrole
- 1 avec histidine de globine

-1 avec H»0

Donc liaison impossible avec I'O, ; augmentant par la méme l'affinité de 1" Hb pour
O, et rendant sa libération difficile au niveau des tissus, ce qui aggrave 1" hypoxie
tissulaire.

3. Conséquences de la présence de méthémoglobine dans le sang:

La MétHb est un pigment brun chocolat. Lorsque la MétHb est libre dans plasma a
la suite d"une hémolyse, elle perd facilement son héme qui se fixe sur I'albumine
pour donner la methémalbumine qui donne une coloration noire au plasma

= PLASMA COULEUR NOIRE ‘

B. Symptomatologie de l'intoxication aux méthémoglobinisants :
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La nature et I'intensité des symptdmes sont en relation avec le taux MétHb / Hb
totale

Au fur et a masure que son taux augmente, les téguments minces de la peau et des
mugqueuses prennent une coloration ardoisée = cyanose

Le plus souvent, la méthémoglobinémie est associée a hémolyse

Tableau: Symptomatologie de I'intoxication aux méthémoglobinisants.

Taux de métHb Symptdémes
(en % de I’HD totale)
>10% Cyanose : coloration gris ardoisé

débute : extrémités doigts, ongles bleus puis face
(nez, joues ...), lévres, toutes les muqueuses

> 20% Fatigue, céphalées, vertiges, tachycardie, polypnée

Sang brun chocolat

> 60% Atteinte SNC: Lésions neurologiques, troubles de
la conscience, collapsus, dépression respiratoire,
arrét cardiaque.

> 70% Mort du sujet.

+» Facteurs de risque :

= Alcool : acétaldéhyde (métabolite) augmente I'oxydation de I'Hb en méthb.
De plus I'éthanol provoque une hypoglycémie a 1 origine d"une perturbation
de la glycolyse érythrocytaire, donc diminution NADPH,

= NN et prématurés :

Hb fcetale plus sensible a I'oxydation +une faible activité MétHb réductase
» Génétique :

Les déficits en G6PD sont les plus a craindre car Y NADPH,H = déficit des trois
voies de réduction

= Etat physiopathologique.

Exemple: la gastrite (diminue l'absorption du Fer).

V1. Diagnostic et traitement:
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A. Diagnostic:

* Le diagnostic repose essentiellement sur I'anamnese, la constatation d"une
cyanose et le taux de la MétHb.

« L'aspect brun chocolat et épais du sang recueilli pour les examens biologiques
est tres évocateur.

* Si on fait barboter de l'oxygene pur dans le sang ; celui-ci garde sa couleur.(*)

* Gazometrie normale.

(*) Lorsqu'on ne dispose pas de source d'oxygene, on peut prélever 1 ml de sang
dans une seringue de 10 ml. On remplit le reste de la seringue avec de l'air. On
obture et on secoue énergiquement pendant une minute. Si le sang garde sa couleur
chocolat, il existe une méthémoglobinémie

+ Diagnostic différentiel:

» ('est le probleme du diagnostic d'une cyanose généralisée.

» En période néonatale, le pédiatre est orienté vers une cardiopathie
congénitale, une pathologie respiratoire ou une cause neurologique.

= L'absence de signe clinique associé est un argument de valeur, sauf lorsque le
taux de méthémoglobine est élevé et s'accompagne de symptomes d'hypoxie
(essoufflement, douleurs thoraciques,...).

B. Traitement:

1. Traitement symptomatique :

=Maintien des fonctions vitales (Oxygénothérapie et anticonvulsivants)

2. Traitement évacuateur :

* Projection : lavage abondant a I'eau et au savon
* Ingestion : lavage gastrique purgatif et vomitif.

* Exposition aux poussieres : nettoyage des téguments d’irrigation nasale.

3. Traitement spécifique: Par I'emploi des antidotes :
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-Le bleu de méthylene (+++)
-L’acide ascorbique

% Le bleu de méthyleéne :

Mode d'action: BM réduit (leucobleu) = donneur d'électrons

=réduction MétHb par diaphorese II
Indications : MétHb > 40%

Contre-indications : déficit G6PD, allergie au BM

Utilisation : avec précaution car il est lui-méme méthémoglobinisant

Administration : IV lente solution BM a 1% (5-25ml)

Effets Il aires (surdosage) : anxiété, tremblements, dyspnée, hypertension, cyanose

NADPH2 g g Diaphorase Il g » Leucobleu m g Methb
o oxydée r ! = (Fe3+)
! A I
. Bleu de Wt
NADP . Diaphorase |18 » Hb (Fe+)

P methyléne
réduite

Mécanisme d’action du bleu de méthyléne dans
le traitement des méthémogobinémies toxiques

 L’acide ascorbique: (vitamine C) :

-Mode d'action : réduction de la MétHb

- Indications : méthémoglobinémies légeres

- Utilisation : moins actif que BM mais non toxique

-Administration : 0.5 g en IV puis 1g toute les 3 heures jusqu'a disparition des
symptomes

4. Traitement épurateur: Exsanguino-transfusion

= Sila méthémoglobinémie ne répond pas au traitement (intoxication rebelle au
BM)

* Si hémolyse associée

VII. Toxicologie analytique :
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1. Milieu biologique:

» Prélévement sanguin sous anticoagulant

= Le NaF doit étre proscrit car formation de fluorometHb qui conduit a des
erreurs analytiques.

2. Méthodes de spectrophotomeétrie visible (techniques manuelles):

A. Méthode de Kaplan :

Le principe est basé sur le fait que la MétHb et HbO, ont 2 max d’absorption
différents. On effectue 2 mesures :

A 525 nm : HbO, et MétHb absorbent de la méme facon.
A 577 nm : la plus grande différence.
Rapport : DO 577 nm / DO 525 nm — % MétHb

B. Méthode d’Evelyn-Malloy : (Formation de cyanméthémoglobine)

Le principe du dosage de la méthémoglobinémie repose sur la mesure de
"absorption optique a 635 nm d"une dilution sanguine avant et apres la
transformation totale de Hb en métHb et Cyan-méthémoglobine.

P

Etapes:

1. Hémolyse puis centrifugation du sang : (élimination du stroma cellulaire)
2. Mesures des absorbances a 635 nm
a) Hémolysat : HbO, + Hb + MétHDb + impuretés % % % %= absorbance Al
b) Hémolysat + NaCN : MétHb —cyan MétHb (absorbance nulle a 635 nm)
HbO, + Hb + impuretés % % % %= absorbance A2

Al - A2 = abzerbance Met+Hb

c) Hémolysat + ferricyanure K : Hb totales oxydées - MétHb
MétHb + impuretés % % % % =» absorbance A1’

d) Hémolysat + ferricyanure K + NaCN: MetHb -+ cyanMetHb
Impuretés % % % %= absorbance A2’
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Al' - A2’

absorbance MetHb aprées ferricyanure K

absorbance Hb totales

Rapport : (A1l - A2) / (A1’ - AZ2') x 100
= % MetHb dans sang analy=é

*Limite de détection :
La technique utilisée doit permettre de détecter au moins 2 % de
méthémoglobine avec une imprécision inférieure a 1 % sur le résultat.

*Pieges a éviter :

L'interprétation du résultat doit tenir compte :
Du traitement (antidote) éventuellement mis en ceuvre avant le prélevement,
Du conditionnement de 'échantillon (certains bouchons relarguent des
substances méthémoblobinisantes),
De la durée et des conditions de conservation de I'échantillon (la
méthémoglobine peut se former lors du vieillissement de 1"échantillon),
De I’état de I'échantillon a analyser (attention au sang putréfié).

3. Techniques automatisées :

La plupart des laboratoires utilisent des techniques de mesures automatisées
mises en ceuvre sur des CO-oxymetres.

Le CO-oxymetre est un appareil multi-longueur d’onde qui mesure de fagon
exacte et précise les 5 formes d’hémoglobine (oxyhémoglobine,
déoxyhémoglobine, carboxyhémoglobine, méthémoglobine et
sulfhémoglobine) éventuellement présentes en concentrations significatives
dans un échantillon sanguin ;

Le taux de méthémoglobine est rendu en pourcentage de I’'hémoglobine totale
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