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Liste des abreviations

ALT : Alanine aminotransférase

AST : Aspartate aminotransférase

BSA : Bovin serum albumin

CAT : Catalase

CDNB : Chlorodinitrobenzene

CPF : Chlorpyrifos

CYP : Cytochrome p

DTNB : Acide 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoique
EDTA : Ethylenediaminetetraacetic acid

GR : Glutathion réductase

GSH : Glutathion réduat.

GST : Glutathion-S-transferase

H>0O; : Peroxyde d’hydrogene.

HO : Radical hydroxylé

HO, : Perhydroxyle.

LDH : Lactate déshydrogénase

LDL: Low density lipoprotein

MAPK : Mitogen-activated protein kinase
MDA Malonyldialdéhyde

MDH : Malate déshydrogénase

NaCN : Cyanide de sodium

NAD+ : Nicotinamide adénine dinucléotide oxydé
NADPH,H+ : Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate réduit.
NBT: Nitroblue tetrazolium

O, " : Anion superoxyde

OP : Organophosphorés

PAl : Phosphatase alcaline

PKC : Protéine kinase Ca”’ dépendante

ROS : Reactive oxygen species

1BA : Thiobarbituric acid

TCA : Tricholoroacetic acid

I'GO : Transaminase glutamique oxaloacétique

1'GP : Transaminase glutamique pyruvique
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I.1. Organophosphorés

I.1.1. Généralités

Les insecticides organophosphorés (OP) sont des produits chimiques synthétiques qui
composent une classe importante de pesticides utilisés dans les applications agricoles, industriels et
domestiques dans le monde entier (Kiely et al., 2004). IIs ont la méme structure de base, il s’agit
d’ester d’alcools avec I’acide orthophosphorique ou avec 1’acide thiophosphorique. On peut

schématiser leur structure chimique comme ci-dessous.

O(S)

Rl — P ——X

R2

Figure 1. Structure commune aux esters organophosphorés

Les OP ont une structure chimique et un mode d’action commun. Leur formule générale a été
détinie par Schrader (Fig. 1) (Biljana et Milos, 2007). Le substituant X est celui qui sera soumis a
I’hydrolyse; selon sa valeur, quatre classes principales d’importance variable peuvent étre définies :
la classe I ou X contient un ammonium quaternaire, les OP de cette classe possédent un puissant
pouvoir toxique et ne sont pas utilisés en agriculture ; la classe Il : X =F ; les OP de la classe II sont
aussi toxiques que ceux de la classe I, ils possédent, en outre, une forte tension de vapeur. Ces deux
propri€te€s expliquent leur utilisation prédominante comme gaz de combat (tabun) ; la classe III : X
= CN, OCN, SCN ou un halogéne autre que F ; les OP de la classe III ont une toxicité intermédiaire
entre les classes II et IV. Certains, comme le sarin, ont été également utilisés comme gaz de combat
et enfin la classe IV : X = autre substituant ; les OP de la classe IV regroupent la plupart des
produits en agriculture.

Dans la plupart des cas, le substituant X est fixé par une liaison P-O ou P-S, plus rarement P-N
ou P-C. Les produits de cette classe possedent des composés R-diéthyl(2 C2HS), diméthyl (2 CH3)
ou 1sopropyl (S-C3H7)

L exposition de I’homme aux pesticides implique trois types de voies : orale (alimentation),
respiratoire (air) et cutanée. Les chiffres de 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) indiquent

que la contamination des aliments par les pesticides est la voie d’exposition la plus importante. Les
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¢valuations de risque attribuent, 1’exposition a I’alimentation le plus grand pourcentage, puis a I’eau

et 4 une part moindre a 1air (Gérin et al., 2003).

Le principal effet de l'intoxication aigué par ces insecticides implique 1’inhibition irréversible
de l'activité de l'acétylcholinestérase (AchE) dans le sang et le systéme nerveux, entralnant

['accumulation de 'acétylcholine (Ach) et l'activation des récepteurs muscariniques et nicotiniques,

ce qui peut conduire a la mort (Savolainen et al., 2001 ; Sharma et al., 2005 ; Aygun et al., 2007)
(Figure 02).

La rapidité d’accumulation de I'ACh dépend de la dose de I’insecticide ou la toxicité aigu€ se
manifeste par une crise cholinergique avec des sécrétions glandulaires excessives, une faiblesse, un
myosis et une fasciculation musculaire (Rahimi et al., 2006). Bien que, la cible principale des OP
est le systéme nerveux central et périphérique, de nombreux auteurs suggerent que ces composes, a
la fois dans l'intoxication aigué et chronique, perturbent le processus d'oxydo-réduction, en
modifiant 1’activité des enzymes responsables et provoquant la mise en valeur de la peroxydation
des lipides dans de nombreux organes (Poovala et al., 1999; Zhang et al., 2004; Sharma et al., 2005;
Fortunato et al., 2006; Buyukokuroglu et al., 2008; Soltatinejad et al., 2009). D’autres systemes et
organes peuvent étre affectés par ces composés, notamment le foie, les reins, les poumons, les
muscles, le systéme immunitaire, le systéme hématologique (Abdollahi et al., 2004; Teimour et al.,
2006; Possamai et al., 2007). Comme il a ét€é démontré par des études épidémiologiques, 1l ya une
relation de certaines maladies humaines avec l'exposition aux pesticides et avec des changements

dans les activités enzymatiques anti-oxydantes (Chan et al., 1998; Checkoway et al., 1998;

Petrovitch et al., 2002; Abdollahi et al., 2004).
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Figure 2. Mode d’inhibition de l'acétylcholinestérase par les pesticides organophosphorés.
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I.1.2. Métabolisme des organophosphorés

Le métabolisme des xénobiotiques a lieu principalement dans le foie et dans une moindre
mesure, €galement dans les poumons et l'intestin. Il comprend deux phases (I et II) : les enzymes
métaboliques dans la phase I activent le produit chimique avec l'introduction de groupes
fonctionnels, sur lesquels les réactions de phase II peuvent avoir lieu. Les enzymes de phase II
attachent divers groupes hydrophiles, par exemple, l'acide glucuronique, le sulfate, la glycine,
l'acide glutamique, ce qui permet l'excrétion du métabolite a partir de l'organisme (Josephy et
Mannervik, 2006). D'une mani¢re similaire a celle de la majorité des xénobiotiques, les OP sont

métabolis€s par les enzymes de phase I et II, apres leur absorption par I’organisme.

La phase I du métabolisme des OP implique une oxydation et 1’hydrolyse. L'oxydation est la
réaction la plus importante dans l'activation d’OP sous forme thion pour former des inhibiteurs
actifs d’ Ache esterase. A l'aide d'enzymes CYP, I'atome de soufre dans la forme Thion lie un atome
d'oxygeéne, conduisant a un intermédiaire instable qui se désintégre a I'OP oxon métabolite et un
atome de soufre actif (de désulfuration oxydante). Les métabolites des OP sont de puissants
inhibiteurs d’ AChE, cet est donc la réaction clé pour la majorité des effets neurotoxiques causés par
OP. L'influence de I'atome de soufre actif, en tant que produit secondaire de la réaction, est encore
inconnue. Il peut interagir avec des protéines voisines et, par exemple, inactiver les enzymes CYP

pour ne pas se lier a leurs sites actifs.

De nombreuses études sur le métabolisme des OP ont montré que les enzymes les plus
importantes sont les cytochromes CYP1A1, CYP3A4, CYP2B6 et CYP2C19. Les trois premiers ont
la plus forte affinité pour la désulfuration et I'activation d'oxon, mais pour le clivage oxydatif du
groupe et de désintoxication CYP2C19 est le plus efficace (Mutch et Williams, 2006). Le haut
degré de polymorphisme dans les différents CYP humains signifie que la sensibilité des individus

aux effets toxiques d’un OP dépend du niveau de I’expression spécifique des isoformes du CYP

(Buratti et al., 2007).

L'hydrolyse des OP a lieu apres 'oxydation, a 1'aide de 'enzyme estérase A, également appelé
para-oxonase. Cette réaction est importante pour les processus de désintoxication des OP. La

désintoxication OP se produit lorsque la para-oxonase clive les OP a dialkyl-phosphate et le groupe

partant OP sont également hydrolysés par le carboxyle esterase, qui différe de la para-oxonase a

auto-1nactivation par hydrolyse.
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Figure 3. Réactions principales de la phase I et II de métabolisme des OP

Tandis que le clivage oxydatif du groupe partant les purifier des OP, I'équilibre entre ces deux
réactions est trés important pour le résultat définitif de la toxicité des OP. Le résultat de l'oxydation
est souvent un compos¢ plus hydrophile, qui peut étre plus facilement conjugué dans le

metabolisme de phase II, permettant ainsi a I'excrétion rapide de l'organisme (Gupta, 2006).

Les métabolites des OP résultants du métabolisme de la phase I sont conjugues avec des
groupes hydrophiles catalysés par les enzymes de la phase II, et excrétés dans l'urine. Les réactions

de désintoxication ont lieu exclusivement dans le métabolisme de phase II.
I.1.3. Mécanismes de toxicité des OP

Apres absorption, de nombreux OP sont activés par des oxydases, des hydrolases et des
transférases au niveau hépatique avant d’étre toxiques pour 1’homme (Hayes, 1982). La
connaissance de ces mécanismes permettant de déterminer le délai d’apparition des manifestations

toxiques.
I.1.3.1. Neurotoxicité des OP

L acétylcholinestérase (AChE) se trouve dans les membranes synaptiques, ou il se dégrade, a
travers son activité d'hydrolyse, I'acétylcholine, un neurotransmetteur. [.a production de la choline
et de I'acétate, une réaction importante pour la régulation de I'activité synaptique dans le systéme
nerveux central et périphérique. Cette derniére constitue le systeme nerveux somatique et autonome
(vegétatif). Le CPF est un inhibiteur du cholinestérase responsable du blocage de la fonction de

AChE, ce qui provoque I'accumulation excessive d'acétylcholine dans la fente synaptique. Cela

5
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provoque des effets neurotoxiques tels que la paralysie neuromusculaire (par exemple la contraction
musculaire) en continu a travers l'ensemble du corps (Gupta, 2006). Le CPF inhibe I’AChE en
formant une liaison covalente avec le site actif de l'acétylcholinestérase préférentiellement au
niveau de la serine (Figure 3). Il hydrolyse spontanément et trés lentement 1’OP a partir du site actif,

parfois de maniere irréversible, entrainant ainsi des effets toxiques a long terme.
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Figure 4. La liaison d’OP avec [’AChE (Hreljac, 2009)

Les neurotransmetteurs du systeme nerveux autonome agissent sur les organes cibles en se liant
a des récepteurs spécifiques. Les récepteurs cholinergiques (nicotine, muscarine) sont affectés par
différents types de neurotransmetteur. L’exces de I'acétylcholine dans la synapse périphérique du
nerf cause l'activation des récepteurs muscariniques et nicotiniques ainsi que l'activation des régions
sympathiques et parasympathiques. Du fait que les synapses dans le systéme nerveux central (SNC)
sont 1naccessibles pour des buts expérimentaux en comparaison avec les jonctions neuromusculaire
du systeme nerveux périphérique (SNP), le mécanisme d'intoxication par les OP dans le SNC a été
moins €tudié. La cause des symptomes provoques par les OP est I’inhibition de la neuropathy target
esterase (NTE), située dans le syst€éme neuronal, plutét que I'inhibition d'AChE. La NTE appartient
au méme groupe d'estérases de sérine qu'a I’AChE, toutefois son rble primaire dans l'organisme
n'est pas bien connu (Kamanyire et Karalliedde, 2004). Autres symptdmes neurotoxiques qui ne

peuvent pas €tre attribu€s a I'inhibition d'AChE, mais a différentes cibles secondaires a l'intérieur du

systeme neural ont été proposés.
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1.1.3.2. Cibles moléculaires non neuronales des OP

Bien que la neurotoxicité des OP soit bien décrite, on sait peu sur leurs mécanismes d'activité et
les conséquences de l'exposition aux OP sur les tissus et les organes non-neuronaux chez les
humains. Des études récentes ont révélé plusieurs cibles secondaires pour les OP qui perturbent
éventuellement une variété de processus biologiques. Parmi les enzymes qui sont inhibées par les
OP sont les carboxylases, qui participent au métabolisme des xénobiotiques. Leur inhibition par OP
peut bloquer la transformation métabolique de diverses substances (Hodgson et Rose, 2005). OP
peut également influencer le métabolisme xénobiotique via l'atome de soufre actif qui résulte de
désulfuration dans la phase I du métabolisme et inhibe fortement I’enzyme CYP (Hodgson et Rose,
2006). Les OP inhibent €galement les lipases, qui jouent un réle important dans la signalisation
cellulaire. Il a été montré que le chlorpyrifos-oxon, inhibait la Diacylglycerol lipase (DAG-lipase)
indirectement et ainsi activait les extracellular signal-regulated kinases (ERK) qui sont des membres
du groupe de mitogene-activated protein kinases (MAPK) qui régulent la prolifération et la
différenciation cellulaire (Bomser et al., 2002 ;Quistad et al., 2006). Les OP peuvent €galement
affecter les voies de signalisation par l'activation de la protéine kinase (PKC). Toutefois, cette

activation est probablement indirecte (Bagchi et al., 1997).

Les OP induisent également la formation de ROS et le stress oxydatif et ils se sont avérés étre
associ€s a l'apoptose dans différents tissus (orale et al., 2006; Yu et al., 2008). Lors du métabolisme
des OP par cytochrome P450, les ROS sont générés. Le changement de I’homéostasie du systéme
antioxydant par les OP résulte une carence en parametres antioxydants, si l'exigence de ces derniers
n’est pas maintenue ( Banerjee et al., 1999 ; Vidyasagar et al., 2004 ; Possamai et al., 2007).
L'autre moyen de production d’ROS dans la toxicité des OP est la consommation d'énergie élevée
associée a l'inhibition de la phosphorylation oxydative, qui a été décrit par Milatovic et al. (2007) et
une libération accrue de glucose par induction de la glycogénolyse dans le foie et la libération
subséquente de I'ATP pour répondre aux besoins en €nergie de 1'organisme (Rahimi et al., 2007). La
consommation d'énergie élevée entraine une diminution de la capacité des cellules a l'entretien de
ses niveaux d'énergie. Pour cette raison, les quantités excessives des ROS peuvent étre générées
dans différents organes (Milatovic et al., 2007). Ainsi la perturbation dans le systéme d'oxydo-

réduction de la cellule est un autre mécanisme impliqué dans la génération d'espéces réactives de

l'oxygene lors de l'exposition aux OP. De plus, Kojima et al. (2004) ont montré que les OP

pouvaient inhiber le stéroide androgéne (AR) du récepteur, ce qui peut provoquer des perturbations

des hormones stéroidiennes dans I'organisme.
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pouvaient inhiber le stéroide androgéne (AR) du récepteur, ce qui peut provoquer des perturbations
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D'autres cibles des OP ont été révélées, par in vitro et in vivo, dont cing étaient particuliérement
sensibles (Casida et Quistad, 2004): le chlorpyrifos et le chlorpyrifos-oxon (au-dessous de 1 nM)
sont signalé€s pour activer les protéines de liaison a 1'élément de réponse Ca2 + / cAMP dans les
neurones de rat en culture, en tant que possible (Schuh et al., 2003) ; le para-oxon (1-10 nM)
provoque la mort cellulaire par apoptose dans une lignée cellulaire de leucémie par une perturbation
des mitochondries, ce qui conduit a l'activation de la caspase-9 (Saleh et al.,, 2003); le
fluorophosphonate arachidonique d'éthyle (<1 uM) et diisopropylfluorophosphate (100 uM) inhiber
le facteur d'activation plaquettaire acetylhydrolase (Kell et al, 2003) ; le fénitrothion (a 22 nM) agit
comme un antagoniste de récepteur d'androgene in vitro (Tamura et al., 2003) et inhibe le

développement des tissus dépendant des androgénes in vivo (Tamura et al., 2001).

1.1.3.3. Immunotoxicité des OP

Les eftets toxiques des OP sur le systéme immunitaire peuvent étre directs ou indirects et sont
reflétés par différentes pathologies d'organes immunitaires qui réduisent 1'immunité humorale et/ou
cellulaire. Les effets immunotoxiques directs des OP peuvent étre dus a : 1’inhibition de serine
hydrolases (systtme du complément) ou des estérases (membranes de lymphocytes et monocytes)
dans le systéme immunitaire; les dommages oxydatifs des organes du systéme immunitaire; les
changements dans les voies de transduction du signal qui contrdlent la prolifération et la
différenciation des cellules immunitaires. L’immuno-toxicité indirecte des OP est exprimée comme
des changements dans le systéeme nerveux ou des effets chroniques du métabolisme modifié sur le
systeme immunitaire. La sélection des biomarqueurs appropriés et des méthodes biologiques est trés

difficile car la diversité physiologique des systtmes immunitaires des organismes est trés élevé

(Galloway et Handy, 2003).

1.1.3.4. Génotoxicité et carcinogenicité des OP

Un certain nombre de pesticides ont ét€ associés a divers cancers, suite a des enquétes
epidémiologiques sur des agriculteurs et des travailleurs de la fabrication de pesticides (Alavanja et
Bonner, 2005; Alavanja et al., 2007; Bassil et al., 2007; Koutros et al., 2010). Le risque élevé de

cancer suite a une exposition aux pesticides indique une lacune dans la connaissance actuelle de la

cancérogénicité des pesticides, et fournit la preuve que les pesticides peuvent causer le cancer grace

a des mécanismes alternatifs, tels que les changements €pigénétiques (Skinner et Anway
2007 ; Alavanja 2009).

Le développement du cancer est un processus multi-étapes qui comprend l'initiation, la

promotion et la progression. De nombreux agents cancérigénes sont genotoxiques capables d'initier
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le développement du cancer en causant des dommages a 'ADN et des mutations, alors que les
cancerogenes non génotoxiques induisent principalement la transformation de cellules néoplasiques
et favorisent la prolifération cellulaire par des mécanismes différents qui consistent a éviter

I'apoptose, stimuler des facteurs de croissance et a supprimer les signaux anti-croissance.

Des études expérimentales in vitro et in vivo ont montré que plusieurs OP exercaient des
activités génotoxiques (Bolognesi, 2003). De plus, d’autres rapports ont démontré que les OP
pouvaient induire une transformation néoplasique des cellules (Cabello et al., 2001). Il a été
rapport€¢ que les OP étaient capables de : - provoquer des aberrations chromosomiques et des
échanges de chromatides sceurs (Galloway et al., 1987);- provoquer des anomalies du sperme chez
les souris exposé€es aux OP (Mathew et al., 1992). Hreljac et al. (2008) ont étudié les mécanismes
de la génotoxicité et de la cancérogénicité potentielle des modeles des OP sélectionnés (parathion,
para-oxon et dimefox) dans le modéle expérimental in vitro avec des cellules d’hépatomes humains
(HepG2). Ils ont démontré que les OP agissaient sur plusieurs cibles, de faibles concentrations de

parathion et para-oxon étaient génotoxiques, tandis que dimefox agit comme un mitogéne.

Les méthodes utilisées dans ces études ont impliqué une série de différents tests de génotoxicité
(Salmonella typhimurium essai de mutation inverse, et la cométe et test du micronoyau dans les
cellules HepG2) et les méthodes pour mesurer la prolifération cellulaire (test MTT, l'analyse du
cycle cellulaire par cytométrie en flux et Ki- immunocoloration 67), comme étant associés a des
méthodes moléculaires pour I'analyse de 1'expression des génes (de PCR quantitative en temps réel)

et des procédés biochimiques pour les mesures d'activité enzymatique.

I.2. Chlorpyrifos

Le [O, O-diéthyl-O- (3, 5.6-trichloro-2-pyridyl) phosphorothioate] connu sous le nome de
chlorpyritos (CPF), a d'abord été€ lancé sur le marché en 1965 comme un large spectre classique
pour controler l'agriculture et les insectes ravageurs (Cox, 1994). C’est un inhibiteur de
['acétylcholinestérase bien connu tout comme les autres OP. Il est bien utilisé aussi pour tuer des
moustiques que des cancrelats, des larves de scarabées, des puces, des mouches, des poux... Il est
utilis€ comme insecticide sur les graines, le coton, les fruits, les noix dans les champs et vergers,

mais aussi sur des pelouses et des plantes ornementales. De plus, il est aussi répertorie comme

antiparasitaire en usage directe sur le mouton et la dinde, mais aussi en utilisation indirecte, pour le

traitement de site de cheval, des niches de chien, des logements domestiques, des batiments

agricoles, des poubelles de stockage et des établissements commerciaux.
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1.2.1. Métabolisme du CPF

Le CPF est lui-méme un faible inhibiteur de I'acétylcholinestérase et doit étre activé en
meétabolite plus puissant, le chlorpyrifos oxon (CPF-O). Le CPF peut également étre détoxifié au
métabolite non toxique, 3, 5,6- trichloro-2-pyridinol (TCPy). Le CYP2B6 est le plus rapporté pour
la bioactivation du CPF en CPF-O, environ cinq fois plus élevée que CYP1A2, le second CYP actif
dans cette réaction (Foxenberg et al., 2007). Pour la détoxication de CPF en TCPy, la CYP2C19
possede la cote intrinséque la plus élevée, environ six fois plus élevé que la prochaine CYP la plus
active (Foxenberg et al., 2007). Toutefois, il convient de noter que toutes les enzymes CYP qui
catalysent la biotransformation de CPF sont capables a la fois de catalyser la bioactivation et la
détoxification a un certain niveau, mais la CYP2B6 favorise fortement la voie de bioactivation
tandis que CYP2C19 favorise la détoxification. Le role prédominant de ces enzymes CYP dans le
métabolisme du CPF a été constamment démontré a la fois par le métabolisme et des études sur les
inhibiteurs (Tang et al., 2001; Buratti et al., 2003; Foxenberg et al., 2007; Croom et al., 2010). Ces
deux enzymes ont €té également détectés dans les tissus du cerveau humain, 1'organe cible de la
toxicité par le CPF (Miksys et al., 2003). L'autre CYP principale impliquée dans le métabolisme du
CPF est la CYP3A4 qui est trés abondante dans le foie, a une faible affinité pour la
biotransformation du CPF et considéré comme I'enzyme prédominant de la composante de faible

affinité au métabolisme du CPF (Foxenberg et al., 2007; Croom et al., 2010).
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Figure 6. Principales voies du métabolisme du CPF

I.2.2. Toxicité du CPF

L'utilisation générale et I’étendue du CPF dans les pays en développement augmente la
probabilit€ d'une exposition accidentelle aux pesticides dans les segments de la population soit de
I’exposition de court terme de haut niveau ou I'exposition de bas niveau a long terme avec des effets
toxiques qui en découlent (Cohn et Macphail, 1997; Tang et al., 2001). Dans la plupart de ces pays,
les équipements de sécurité sont rarement utilisés, les méthodes de stockage ne sont pas sécurisées,
les instructions d'utilisation de pesticides ne sont pas toujours appliquées, les délais d'attente ne sont
pas respectées et I'ampleur de résidus de pesticides dans les ressources alimentaires d'origine tant

végetale et animale est largement inconnu, par conséquent, le risque d'exposition se trouvait

augmente (Konradsen et al., 2003; Ambali et al., 2009).

Différents types d'exposition au CPF peuvent provoquer une toxicit€ aigué. Les symptomes
d'intoxication aigué par les OP se développent pendant ou aprés l'exposition, quelques minutes a
quelques heures, en fonction de la méthode d'application. L'exposition en fonction d’apparition des
Symptomes : par inhalation rapide puis la voie gastro-intestinal et en fin la voie cutanée. Certains
des premiers symptomes les plus fréquemment rapportes sont ordonnés comme suit : maux de téte,

des nausées, étourdissements, hyper sécrétion (de prestation de serment et la salivation),
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contractions musculaires, faiblesse et tremblements, coordination, paralysie et famine (Petras, 1981;

Rickett et al., 1986).

Le CPF est métaboliquement actif correspondant a son analogue, le chlorpyrifos-oxon, qui est
principalement responsable de la toxicit¢ chez les mammiféres par [D’inhibition de
I’acétylcholinestérase dans le systéme nerveux central et périphérique (Sultatos et Murphy, 1983;
Chambers et Chambers, 1989; Kousba et al., 2004), I’induction du stress oxydatif (Goel et al.,
2005) et dysfonctionnement hépatique (Goel et al., 2006). C’est un agent neurotoxique puissant. Il
interfére avec 1'acétylcholinestérase (AChE), qui est nécessaire pour la transmission normale des
nerfs. L'accumulation résultante de I’acétylcholine dans la fente synaptique induit une hyperactivité

des voies cholinergiques, ce qui conduit a la neurotoxicité et la mort éventuelle (Qiao et al., 2002;

Meyer et al., 2004).

Avec des expositions répétées intermittentes (soit 40 mg/kg de CPF une fois tous les 4 jours),
des rats adultes étaient plus sensibles aux changements neurochimiques, y compris 1’inhibition de
’AChE au niveau du cerveau (Chakraborti et al., 1993). En outre, il a été rapporté que le
chlorpyrifos peut provoquer des anomalies immunologiques (Trasher et al., 2002), des lésions
tissulaires (Jett et Navoa., 2000), la toxicité testiculaire (Kalender et al., 2012), la toxicité
reproductive (Farag et al.,, 2010), I’hématotoxicité (Demir et al., 2011), la toxicité dans le
développement (Breslin et al.,, 1996) et la cardiotoxicité (Bas et Kalender, 2011). En plus de
I'évaluation de la sensibilité liée a 1'dge et I’inhibition de I’AChE induite par le CPF, il y avait
¢galement des préoccupations pour l'inhibition potentielle d’AChE en raison de l'exposition au
CPF-0O. Apres la désulfuration du chlorpyrifos en chlorpyrifos-oxon, celui-ci phosphoryle et inhibe
l'acétylcholine estérase (AChE). L'acétylcholine phosphorylée ne peut pas hydrolyser le

neurotransmetteur acetylcholine.
1.2.2.1. Induction du stress oxydatif

Bien que I'inhibition du ChE soit le principal mécanisme de la toxicité du CPF, des preuves
récentes impliquent d'autres mécanismes (Slotkin et al., 2006). Un de ces mécanismes associé a la
fois a une intoxication aigué et chronique de CPF c’est le stress oxydatif. Plusieurs études ont
montre le role du stress oxydatif dans 1'empoisonnement induit par le CPF (Gultekin et al., 2001
;Durak et al., 2008 ;Ambali et al., 2010 ;Kammon et al., 201 1). Les enzymes antioxydantes, SOD.,
CAT et GSH-Px ont été montré pour étre touchées de fagon importante par les pesticides y COMpIis
CPF (Verma et al., 2007; Mansour et Mossa, 2010). Le CPF a été postulé pour avoir de multiples

effets sur les cellules cibles, notamment la production des ROS et linduction de stress oxydatif
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intracellulaire (Bebe et Panemangalore, 2003). Le CPF a été rapporté pour induire le stress oxydatif
dans le foie par des niveaux accrus de ROS, peroxyde d'hydrogéne (H,0,), nitrate (NO3-) et de
nitrite (NO2-) (Mehta et al., 2009). Il s’agit notamment des radicaux peroxyles hydroxyles, et le
peroxyde d’hydrogene qui ciblent et inactivent les macromolécules biologiques éventuellement

endommagent les membranes et d'autres tissus (Meister, 1998).

Les dommages induits par le stress oxydatif se produit principalement par la production des
ROS. Il comprend des modifications de macromolécules cellulaires tels que les lipides, les protéines
et 'ADN, (Vandana et al., 2006; Verma et al., 2007; Aly et al., 2010). L'un des principaux
mecanismes de lésion est la peroxydation lipidique (I'oxydation de la couche lipidique de la
membrane cellulaire) (Schneider et de Oliveira, 2004) qui est la destruction par oxydation des

lipides, c’est une réaction en chaine auto-entre tenue destructrice, libérant MDA comme produit

final (Vidyasagar et al., 2009).

Le mécanisme antioxydant est composé d’un systéme de défense antioxydant enzymatique
constitué de pi€geurs des radicaux libres comme la superoxydedismutase (SOD) et catalase (CAT)
ainsi que la glutathion peroxydase (GPx), la glutathion réductase (GR) et de glutathion-S-
transtérase (GST) (Aly et al., 2010). La composition non enzymatique est principalement constituée

de thiols, glutathion (GSH), la vitamine C et E (Costantini et Verhulst, 2009).

1.2.2.2. Hépatotoxicité

Le CPF provoque le dysfonctionnement hépatique (Goel et al., 2006). Sa biotransformation
s’effectue dans le foie et sa désintoxication a lieu dans le foie et le plasma. Cette biotransformation
est catalysée par CYTp450 et des enzymes qui y sont associ€es dans les membranes des

microsomes du foie (Jokanovic, 2001).

Il est démontré que le CPF provoque 1’hépatotoxicité par des changements du profil des
enzymes hépatiques comme PAI, AST, LDH et des changements histopathologiques (Gokcimen et
al., 2007; Elhalwagy et al., 2008; Mansour et Mossa, 2010), ainsi des altérations des
macromolécules (Chen et al., 2013). Ces altérations probablement transforment la fonction des
cellules par des changements dans le calcium ou le pH intracellulaire, et finalement conduisent a la

mort cellulaire et a des lésions tissulaires (Majhi et al., 2011).

Des rapports antérieurs ont aussi démontré les actions hépatotoxiques du CPF, dans lesquelles,
le profil des enzymes du foie, des enzymes antioxydants et des éléments essentiels ont été trouvés

affectés (Goel et al., 2000, 2005, 2006: Goel et Dhawan, 2001). La biotransformation hépatique du

CPF entraine une modulation de sa toxicité aigué chez les mammiferes.
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I1.1. Entretien des animaux

Des souris Swiss Albinos femelles, pesant environ 30.91g et fournies par I’Institut Pasteur d’ Alger

(Algérie) ont utilisées dans cette étude. Elles sont maintenues dans des cages en plastiques, a une

température ambiante de 25 + 2C°, avec un cycle jour/nuit ; 12h/12h avec acces libre a la nourriture et

a I’eau.

I1.2. Préparation du mode¢le expérimental

Une étude préliminaire a été menée afin de déterminer la dose la plus toxique et non létale du
CPF qui est capable de provoquer des signes de toxicité (neurotoxicité). Pour ce faire, 12 souris ont
été divisées en 4 lots et puis chacun de ces quatre lots a €t€ traité de manicre s€parée avec une dose
de CPF (véhiculé dans I'huile du mais) par voie orale et qui correspond a I’une des quatre doses
employées, a savoir 20, 40, 60 et 80 mg/kg. Les souris ont ét€ enlevées de leurs cages et examinées
plusieurs fois avec soin le jour d'exposition, puis une fois par jour en minimum pendant les 14 jours
qui ont suivi.

Apreés la détermination de la dose, une induction chimique de I’hépatotoxicité aigu€ a été
réalisée chez les souris par administration orale d’une suspension contenant 40mg/kg de CPF
véhiculé dans I’huile de mais. Les animaux sont répartis en six lots de sept souris dans des cages

standards, a température ambiante avec I’acces libre a I’e noumture Tous les animaux ont regu

0.2 ml de la suspension. Les souris du 6™ lot (tem ';:15) onf reg:u 1" i
des lots 1, 2, 3, 4, 5 et 6 ont été sacrifiés apres 6 24 48;, 72 96, 9'1:._ heures respectivement. Les
tissus hépatiques ont été collectés, lavés a pluswurs ﬁeprlses dans le/ N%Cl 9%o0 et imbibés avec du

papier buvard pour le débarrasser du sang, puis peses et sauvegmﬁ;S/bongeles (-20°C) afin de les
e substrats (GSH, MDA). Le

fractionner en vue d’extraction d’enzymes (CAT et“ |
prélevement sanguin a été réalisé par ponction cardiaque pour les animaux du lot 5 et 6. Le sang a
été collecté dans des tubes héparines puis centrifugé a 3000 rpm pendant 10 minutes pour récupérer

le sérum.

I1.3. Dosage du MDA hépatique

Les taux du MDA hépatiques ont été évalués selon la méthode de Lovric et al. (2008). Elle
repose sur la formation en milieu acide et 4 chaud 100°C entre le MDA et deux molécules d’acide
thiobarbiturique (TBA) d’un chromogéne rose-rouge absorbant a 530 nm, [l’intensité de la

coloration augmente avec la concentration du MDA. Pour ce faire, nous avons utilisé environ 0.15 g

14




Materiel et méthodes

du foie additionné a 1.5 ml de la solution de KCl (0,15 M), broyé par un homogénéiseur de
DOUNCE. Pour 1 volume de I’homogénat, nous avons additionné 4 volumes d’acide
trichloracétique (TCA) 5%, I’homogénat est centrifugé a 1780 g pendant 15 min, ensuite, 0.5 ml
d’acide thiobarbiturique (TBA) 0.375% (préparé dans I’ HCI a 0.25 M) est additionné a 0.5 ml de
surnagent récupéré. Le meélange est chauffé a 100°C pendant 15 minutes puis refroidis a
température ambiante. La quantit¢ du MDA dans 1’échantillon est exprimée en umol du MDA
formé/g de tissu, en utilisant le coefficient d’extinction du MDA : 1.56 x 105 M-1 cm-1 (Wright et
al., 1981).

I1.4. Dosage du GSH dans le foie

Afin d’évaluer les taux de GSH, nous avons utilisé la méthode colorimétrique d’Ellman (1959).
Elle consiste a I'oxydation du GSH par I’acide 35,5’ dithiodis-2-nitrobenzoique (DTNB), la fixation
des molécules de DTNB aux groupements thiol (SH) a comme conséquence 1’apparition d’une
coloration jaune dont I’intensité est proportionnelle a la teneur en groupements SH ; ce qui libére
l'acide thionitro-benzoique (TNB), lequel a pH alcalin (8-9) présente une absorbance a 412 nm.

Pour ce faire, 0.2 g du foie a ét€é coupé et homogénéisé avec 3 volumes de l'acide
trichloracétique TCA (10%) a 1'aide d’un broyeur de DOUNCE, I’homogénat et centrifugé a 2000
rpm pendant 15 min a 4 C, ensuite 50 ul du surnageant a été dilué dans 10 ml du tampon phosphate
(Na2HPO4/NaH2PO4 0,1 M, pH=8). 20ul de DTNB (0.01 M) sont ajoutés a 3 ml du mélange.
Apres 15 min d'incubation a 1’obscurité, la lecture de la densité optique a été effectuée a 412 nm
contre un blanc préparé dans les mémes conditions qu’avec le TCA (10%). Le taux du GSH est
déduit a partir d'une gamme étalon 2mM a 10 mM) du glutathion prépar€¢ dans les mémes
conditions que le dosage (Annexe), les concentrations sont exprimées en mmol de glutathion/mg de

foie.

I1.5. Mesure de Pactivité de CAT hépatique

L'activité¢ de la catalase a été déterminée par la méthode de Beutler (1984), son principe est bas¢
sur la disparition du peroxyde d'hydrogene (H>O;) en présence de la source enzymatique a 25° C.
0.2 g du foie a été coupé et homogénéisé avec 0.8 ml de tris-HCI (50 mM) a I'aide d’un broyeur de
DOUNCE, I’homogénat et centrifugé a4 2000 g/15 min a 4 C. La cuve de mesure contient : 10 ul de
la fraction cytosolique, 980 pL de 1’eau distillée et la réaction a été déclenchée par addition de 10 pl
de H>O, (0.066 M). L’absorbance a 240 nm a été mesurée 2 chaque minute pendant 2 minutes a

25°C. L'activité enzymatique est exprimée en Ul/g de protéine selon la relation suivante
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2.3033

Ul/mg de protéine = ( x log % X mi )

Al: Absorbance au temps 0 min ; A2: Absorbance apres 1 min ; T : Intervalle du temps en minutes.

I1.6. Mesure de Pactivité de GST hépatique

L’activité de la GST a été déterminée selon la méthode de Habig et al. (1974). Le substrat
utilisé est le 1-chloro-2-4-dinitrobenzéne (CDNB) préparé dans 1’éthanol 95° ; ’enzyme a besoin
d’un second substrat pour étre active, additionné sous forme de glutathion. L’enzyme permet le
transfert du glutathion riche en électrons sur le CDNB chargé positivement par gain d’un proton.

Un mélange de 850 ul du tampon phosphate (Na2HPO4/NaH2PO4 0.1 M, pH 6.5) et de 50 ul
de CDNB 20 mM (dissoudre dans 1’éthanol 95°) a €t€ incubé a 37°C pendant 10 min. la réaction est
déclenchée par l'addition a ce mélange de 50 ul d'une solution de GSH 20 mM et 50 ul de la
fraction cytosolique. Un contréle a été préparé¢ dans les mémes conditions qu’avec le tampon
phosphate. L’absorbance a €té suivie pendant 5 minutes a 340 nm. L’activit¢ de glutathion S-
transférase est exprimée en Ul/ml d’enzyme, en utilisant le coefficient d’extinction (9.6 mM-1 cm-

1) selon la réaction suivante :

A abs 340nm/ min test XVt 1 1

X X

GST activité (umol/min/mg protéine) =

Sachant que . A abs 340nm/ min test . ditference de 1 absorbance ; Vt . volume totale de cuvette par

ml, Vez : volume de la fraction cytosolique ajoutée par ml.

I1.7. Mesure de Pactivité de PAL sérique

Selon le Kit(TECO DIAGNOSTICS) le p-Nitrophenyl Phosphate (p-Npp) réageant avec 1’eau

en présence de Pal est incolore mais le p-Nitrophenol résultant a une forte absorbance a 405nm. Le

réactif contient: [p-Npp (17mM), magnésium ions (4mM), tampon (pH 10.2 £+ 0.2)], 1 ml du réactif

a ét¢ mis dans des tubes appropriés, apres incubation a 37°C, le spectrophotometre a été réglé a 405
nm ,0.025 ml de sérum a été ajouté et bien mélangé. Apres une minute, 1’absorbance a ét€ mesurée.

Le tube a €t€ retourné a 37°C. La lecture a été répétée pour les 2 minutes suivantes. La moyenne de

I’absorbance a €té calculée par minute : (A Abs/min), puis multipliée par le facteur 2187. Les

resultats ont été exprimés en UI/L.
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I1.8. Mesure de Pactivité de TGO sérique

Selon le Kit (TECO DIAGNOSTICS), ’AST catalyse le transfert d’un groupe amino entre L-
aspartate et 2-oxoglutarate. L’oxalacetate formé dans la 1 réaction réagit aprés avec le NADH en
présence de la malate déshydrogénase (MDH) pour former NAD®'. L’activité de I’AST a été
déterminée en mesurant le taux d’oxydation de NADH a 340 nm. Le réactif contient [L-Aspartate (240
mmol/L), MDH (>600 U/L), LDH (>600 U/L), tampon Tris : pH 7.5 (80 mmol /L), 2- Oxoglutarate
(12 mmol/L), NADH (0.18mmol/L)]. 1 ml du réactif a été incubé a 37°C pour 3 minutes et 0.1 ml du

1°" minute, puis, de nouveau a

plasma additionné et mélang€ doucement. L.’absorbance a été lue des la
la 2°™ et 3™ minute. L’absorbance moyenne a été déterminée par minute (AA/min), multipliée par le

facteur 1768 et les résultats €té ont exprimés en U/L.

I1.9. Mesure de Pactivité de TGP sérique

Selon le Kit(TECO DIAGNOSTICS), le pyruvate formé par L-Alanine et 2-oxoglutarate en
présence d’ALT dans la premiére réaction est réduit en présence de lactate déshydrogénase et
NADH. L’activité¢ d’ALT a été déterminée en mesurant le taux d’oxydation de NADH a 340 nm. Le
réactif contient [L-Alanine (500 mmol/L), LDH (>1200 U/L), tampon Tris, pH 7.5 (100 mmol/L),
le 2-Oxoglutarate (15mmol/L), le NADH (0.18mmol/L)]. 1ml du réactif a €t€ incubé a 37°C pour
au moins 5 minutes. 0.1 ml du sérum a été ajouté, mélangé doucement puis transféré dans une

1° minute, puis de nouveau aux 2°™ et 3™

cuvette. L’absorbance a été¢ lue et enregistrée a la
minutes. L’absorbance moyenne a été déterminée par minute (AA/min), multipliée par le facteur

1768, les résultats ont ét¢ exprimés en U/L.

I1.10. Evaluation statistique

Les résultats ont €té exprimés en moyenne + écart type pour chaque €chantillon. Ces résultats
ont €té traités statistiquement a 1’aide du logiciel Excel 2007 par 1’analyse du test de student. Pour p
valeurs, des astérisques (*) sont utilisées afin d’indiquer I'importance de la signification en
comparant les différents €chantillons avec les témoins.
NS : Différence non significative (P > 0.05).
(*) : P <0.05: Différence significative.
(**) : P <0.01: Différence trés significative.

(***) P <0.001: Différence hautement significative.
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Le but de notre étude a été d’évaluer la toxicité hépatique aigué en analysant I’€tat du stress
oxydatif induit par le CPF dans le foie au cours du temps ainsi que le fonctionnement physiologique
hépatique chez la souris. Pour ce faire, nous avons tout d’abord induit une toxicité aigu€ au niveau
de cet organe selon un protocole expérimental aprés la détermination de la dose toxique (40 mg/kg).
Le protocole a consisté a 1’administration du CPF aux animaux par gavage. Ainsi, nous avons
évalué quatre paramétres du stress oxydatif (GSH, MDA, CAT, GST) dans des conditions normales
et d’intoxication par le CPF et 3 marqueurs biochimiques (TGO, TGP, PAL) indicateurs de la

situation physiologique de I’activité du foie.
I11.1. Détermination du seuil toxique et non létal de la dose du CPF

Nous avons observé deux mortalités lors de ’administration d’une dose de 80mg/kg, pendant
que des effets cholinergiques proéminents et d’autres effets non-spécifiques ont €t€ remarques

lorsque les souris recevaient les doses de 20, 40, 60 et 80 mg/kg. (Tableau 1).

Tableaul. Résumé des fréquences des signes cliniques induits par le CPF chez la souris.

Dose (mg/kg)
20 40 60 80
Diminution de Pactivité 2/3 3/3 2/3 3/3
Inco ordination 1/3 2/3 3/3 3/3
Tics de muscles 0/3 0/3 0/3 1/3
Tremblement 0/3 1/3 3/3 3/3
Lacrimation 0/3 0/3 0/3 1/3
Salivation 0/3 0/3 0/3 0/3
Périnéal soiling
féces 0/3 0/3 0/3 1/3
urine 0/3 0/3 0/3 1/3
Respiration
lente 1/3 1/3 0/3 1/3
rapide 1/3 2/3 2/3 2/3
Hyperactivité au stimulus 0/3 0/3 1/3 1/3

S GO SR e LS SR oL e B e i ot ooy R
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Le temps d'effet maximum était de 5 a 6 h apres I’administration du compos€. Toutes les souris
ont montré un état normal du 5°jour jusqu’a la fin de la période de I'étude. Une haute dose de 40
mg/kg a été choisie pour 1'étude d’ hépatotoxicité a dose unique et qui €té attendue pour provoquer

une toxicité évidente et claire avec un risque minime de mortalité.

I11.2. Mise en évidence de la cinétique des paramétres du stress oxydatif hépatique induit par

CPF

Le stress oxydatif est largement étudié comme étant le point commun de plusieurs et peut étre
de la plupart des voies pathologiques. C’est un syndrome au cours duquel les éléments prooxydants
dépassent la capacité antioxydante de 1’organisme. Il en résulte un déséquilibre entre le systeme
prooxydant et antioxydant. Il a été démontré que I'exposition au CPF induit la production de EOR,
et modifie les niveaux de superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT), la glutathion peroxydase
(GPx), la glutathion-S-transférase (GST) et le malondialdéhyde (MDA) dans différents tissus
d'animaux de laboratoire (Verma et al., 2007, Mansour et Mossa, 2009; Ambali et al., 2010; Shittu

et al., 2012).

I11.2.1. Variation du MDA hépatique

D’aprés les résultats obtenus, nous avons remarqué une variation des taux du MDA hépatique
mesurés chez les souris au cours du temps. A 72h, une augmentation significative plus ou moins
légére a été observée en comparaison avec les lots traités pendant 6h et 24h. Alors que pour les
deux derniers lots (48h et 96h), nous avons remarqué une diminution des taux par rapport au

témoin, ce qui indique qu’il y a une chute des radicaux libres issus du métabolisme du CPF.
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Figure 7. Effet du CPF sur le taux du MDA au cours du temps. Chaque valeur est exprimee en
moyenne + écart-type. Significativité statistique : p<0,05 : significatif (*) ; p<0,01 : trés significatif
(**) ; NS (non significatif), référence ().

Le MDA est un produit d'oxydation important d'acides gras polyinsaturés peroxydés, et est
considéré comme étant un indicateur important de la peroxydation lipidique. Dans notre étude
réalisée in vivo, les souris recevant le CPF et ont été sacrifiées aprés 72h, présentaient un taux du
MDA cytosolique élevé de fagon significative (p< 0,05) par rapport au lot témoin. Alors que, les
animaux sacrifiés aprés 6h et 24h présentaient une augmentation légere bien qu’elle est non
significative. Cette augmentation est en faveur d’une induction d’une peroxydation lipidique par les
radicaux libres issus du métabolisme du chlorpyrifos dans le cytosol. En comparant avec 1’étude
faite par (Marnett, 1999), une fois le taux du MDA augmente de maniere significative dans le foie
des souris, le MDA devient mutagéne et cancérogéne chez les mammiferes, et peut réagir avec les
bases de I'ADN G, A et C pour former des adduits M1G M1A et M1C, respectivement. Les

animaux sacrifiés aprés 48h et 96h présentaient une diminution non significative

I11.2.2. Variation du taux du GSH hépatique

D’apreés les résultats, les souris sacrifiées aprés 48h et 72h de I’administration présentaient une
diminution significative (p<0,05) du taux du GSH contre les animaux témoins. Par conséquent,
I'appauvrissement en GSH intracellulaire est généralement considéré comme un indicateur du stress
oxydatif. Les effets de 1'épuisement en GSH en raison de CPF reflétaient I’accumulation des ROS,
ce qui conduirait & la formation d'un stress oxydatif dans les tissus de souris. Nous avons remarqué
¢galement une augmentation significative des taux de GSH hépatique (p<0,05) chez les animaux

sacrifiés aprés 96h d’administration en comparaison avec les souris sacrifiées aprés 6h ce qui
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P

indique que les cellules ont commencé a récupérer leur é€quilibre de balance

prooxydant/antioxydant.
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Figure 8. Effet du CPF sur le taux du GSH au cours du temps. Les résultats sont représentés en
moyenne + écart-type, les comparaisons sont effectuées entre le groupe témoin(T) et les groupes
CPF. Statiquement significatif (*) : P< 0,05, trés significatif (**) : p< 0,01, hautement significatif
(***) : p <0,001, non significatif (NS), référence ().

Le GSH agit comme un agent réducteur, c’est une substance vitale dans la désintoxication. Il
offre une protection anti-oxydante dans la phase aqueuse des systémes cellulaires. Le rdle central du
GSH est la défense anti-oxydante, car il est capable de régénérer un autre anti-oxydant soluble dans
I'eau, l'acide ascorbique, par l'intermédiaire du cycle ascorbate-glutathion (Valko et al., 2007). En
situation de stress oxydatif, son role protecteur et détoxifiant résulte principalement de sa fonction
de co-substrat de glutathion peroxydase et de glutathion-S-transférase. Mais, il fait aussi I’objet
d’interactions synergiques avec d’autres composants du systeme de protection anti-oxydante tels

que la vitamine C, la vitamine E et les superoxydes dismutases (Januel, 2003).

I11.2.3. Mesure de Pactivité de CAT hépatique

La catalase (CAT) figure parmi les enzymes appartenant au systtme de défense antioxydant.
Elle représente le systéme le plus performant impliqué dans le contréle de la concentration du
peroxyde d’hydrogéne. Son réle consiste a la dismutation de deux molécules du H,0O, afin
d’atténuer I’état oxydé. On remarque des diminutions non significatives dans I’activité de CAT lors
d’une comparaison entre les souris intoxiquées et les souris témoins ou la diminution la plus

remarquable €tait enregistrée chez les souris sacrifiées apres 24h (0,01 + 0,25U1/ mg) contre (0,55 -
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0,12 Ul/ mg) chez les animaux témoins. D’apres ce qui est montré sur I’histogramme, la diminution
de I’activité de CAT chez les souris sacrifiées apres 6h et 24h est suivie par une augmentation chez

les souris sacrifiées apres 48h, 72h et 96h respectivement.

NS
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Activité de la CAT cytosolique

Figure 9. Effet du CPF sur [’activité de Catalase au cours du temps. Les résultats sont représentés
en moyenne + écart-type, les comparaisons sont effectuées entre le groupe témoin(T) et les groupes
CPF. Statiqguement significatif (*) : P< 0,05, trés significatif (**) : p< 0,01, hautement significatif
(***) : p <0,001, non significatif (NS), référence ().

Ces résultats sont en désaccord avec plusieurs auteur mais en accord aussi aux reésultats de
nombreux autres (Khan et Kour, 2007; Celik et Suzek, 2009), la diminution de I’activité peut etre
due a un désiquilibre du systéme antioxydant/prooxydant intense suite a des concentrations €lévées
du toxique, ce qui fait que I’enzyme devient saturé et épuisé, alors la cellule a besoin d’un temps au
cours duquel elle peut s’adapter a cette situation afin que 1’enzyme puisse récupérer et regagner son

état initial aprés une régulation au niveau chimique, d’ou D’activité¢ augmente chez les souris

sacrifiées apres 48h, 72h et 96h.

I11.2.4. Mesure de Pactivité de GST hépatique

Nos résultats ont démontré une diminution hautement significative (p< 0,001) de I’activité
hépatique de la GST chez le groupe d’animaux sacrifiés aprés 72h, en comparaison avec les
témoins. Les animaux sacrifiés aprés 6h, 24h, et 48h présentaient une diminution trés significative
(p <0,01) par rapport aux témoins. De méme, pour les animaux sacrifiés apres 96h qui ont présenté

une diminution significative (p< 0,05). En comparant ces résultats au groupe d’animaux sacrifiés
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aprés 6h, nous n’avons pas remarqué une différence significative dans [’activité cytosolique

hépatique de la GST.
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Figure 10. Effet du CPF sur l'activité de la GST au cours du temps. Les résultats sont représentés
en moyenne + écart-type, les comparaisons sont effectuées entre le groupe témoin(T) et les groupes
CPF. Statiquement significatif (*) : P< 0,05, trés significatif (**) : p< 0,01, hautement significatif
(*¥*%) : p <0,001, non significatif (NS), référence ().

Il est bien connu que le systéme antioxydant enzymatique est renforcé par les glutathion-S-
transférases (GST), enzymes de la phase II de détoxification qui catalysent la conjugaison des
xénobiotiques au GSH, facilitant donc I’élimination du CPF-oxon. En analysant nos résultats, nous
avons mis en évidence la présence d’une corrélation étroite entre les proportions de GST et celles
du GSH ce qui a permis aux hépatocytes de retournaient a leur équilibre, cette corrélation est
représentée par le role de GST comme catalyseur d’association GSH-toxique, alors une fois la

concentration du GSH diminue dans le foie, 1’activité de la GST aussi diminue automatiquement.

Les résultats de l’activité enzymatique de, CAT, GST et des taux de GSH et de MDA
cytosoliques montrent clairement I’effet cytotoxique du CPF, in vivo, qui intervient dans I’induction
du stress hépatique d’une part, et d’autre part nous avons remarqué que le systéme de détoxification

3éme

commengait a récupérer son équilibre dans les cellules hépatiques a partir du jour apres

4éme

I’administration, et plus clairement dans le jour. Ces résultats sont en accord avec une autre

étude montrant que la bioactivation et la détoxification du CPF survenaient trés rapidement
(Sultatos et Murphy, 1983). De la méme maniére, un rapport récent indiquait que 1'exposition sub-
chronique au CPF (30 mg/kg/jour) induisait une diminution de la teneur en glycogéne et des

changements histopathologiques ont été aussi observés dans le foie (Elsharkawya et al., 2013). De
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e

changements histopathologiques ont été aussi observés dans le foie (Elsharkawya et al., 2013). De

plus, le CPF est €liminé lentement & partir de matiéres grasses et relativement rapidement du foie, le

ceeur et les reins (ATSDR, 1997).
I111.3. Mise en évidence biochimique de ’effet du CPF sur ’activité physiologique du foie

La mesure d’activité des biomarqueurs hépatiques sériques PAL, TGO et TGP a été réalisée et

les résultats sont illustrés dans les figures : 11,12 et 13.

Pour le dosage de PAL, qui est une enzyme considérée ubiquitaire mais surtout présente au
niveau du foie, les os, I’intestin, les reins et les globules blancs. Aprés 1’évaluation de la variation
de l'activité¢ de ’enzyme, nous avons observé une augmentation légére mais pas significative
(P>0.05) de I’activité de PAL sérique dans le lot d’animaux traités par le CPF 40mg/kg (35.17
UI/L) par rapport au groupe témoin (29.88 UI/L) aprés 96h d’administration.
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Figure 11. Effet du CPF sur l'activité du PAL dans le foie des souris. Chaque valeur est exprimée
en moyenne + ecart-type. Significativité statistique: p<0,05 : significatif (*), p<0,01 : trés
significatif (**), NS (non significatif), référence (§).

Nous avons remarqué que I’activité de TGO a été augmenté significativement (P<0.05) apres

96h d’administration dans le lot d’animaux traités par le toxique (55.69U/L) par rapport au groupe

ot (1 A%, Peae Sotiac ) manpmeiianon us racuvite ut i DOT 4 T consigeree comme etant
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tres significative (0.01>P >0.001) pour les animaux intoxiqués (64.16 U/L) par rapport aux témoins

(27.3U/L).
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Figure 12. Effet du CPF sur [’activité du TGO dans le foie des souris. Chaque valeur est exprimee

en moyenne + écart-type. Significativité statistique: p<0,05 : significatif (*), p<0,01
significatif (**), NS (non significatif), référence (3).
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Figure 13. Effet du CPF sur [’activité du TGP dans le foie des souris. Chaque valeur est exprimée
en moyenne + ecart-type. Significativité statistique: p<0,05 : significatif (*), p<0,01 : trés

significatif (**), NS (non significatif), référence ().
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Selon nos résultats, nous avons enregistré une augmentation des taux sé€riques les trois bio-
marqueurs biochimiques indicateurs de 1’état de fonctionnement du foie (PAL, TGO et TGP). En
effet, nous avons obtenu des données significatives et tres significatives, respectivement pour TGO

et TGP lors I’administration du CPF a 40mg/kg.

Il est trés utile de rappeler que nos résultats concernant 1’activité de PAL et qui montraient une
augmentation non significative d’environ 25% de cette enzyme, contrastaient clairement avec ceux
obtenus par Uzun et Kalender (2013) et rapportaient une augmentation significative de 50%. Par
conséquent, cette €lévation pourrait étre un révélateur de la présence d’une nécrose hépatocytaire
sévére comme le soutenaient des travaux précédents (Ganzina, 1983; Dobbs et al., 2003).
Cependant, nos résultats concernant les activités de ces trois parametres enzymatiques concordaient
avec ceux obtenus par Tukappa et al. (2015). L’augmentations d’activités de ces trois enzymes
(GOT, GPT et PAL) dans le sérum permet de confirmer la présence d’une atteinte structurale du

foie (Recknagel et al., 1976).
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Conclusion et perspectives

Le chlorpyrifos est le pesticide organophosphoré le plus couramment utilisé dans le monde
entier, ce qui augmente les risques d’intoxication par ce xénobiotique et donc le développement des

maladies plus ou moins graves chez les étres humains.

Les résultats obtenus ont démontré que 1’administration du toxique a une dose unique de
40mg/kg a entrain€ une variation des parametres du stress oxydatif hépatique au cours du temps, en
diminuant I’activité de la GST, de CAT et le taux du GSH, et en augmentant le taux du MDA.
Egalement, nous avons observé une é€lévation des parameétres biochimiques sériques tels que la

phosphatase alcaline.

En fin, les résultats obtenus suggerent que la dose déterminée de ce toxique a pu induire une
hépatotoxicité aigu€ et ceci a €té bien démontré a travers la variation en fonction du temps des
parametres du stress oxydatif ainsi que les parametres biochimiques. Ainsi, nous recommandons
d’approfondir 1’étude toxicologique beaucoup plus par I’utilisation de techniques plus performantes
qui devraient nous permettre d’identifier clairement les molécules impliquées dans les mécanisme

de toxicité des OP afin de développer des stratégies de prévention utiles et/ou des thérapies

efficaces contre ce fléau.
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1. Gamme d’étalonnage du GSH

Annexes

Tableau 2. Concentration en GSH (mM) pour la réalisation de la gamme d’étalonnage
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GSH (mM)
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2. Gamme d’étalonnage des protéines

Tableau 3. Concentration en BSA (mg/ml) pour la réalisation de la gamme d’étalonnage de protéines

Concentration
en BSA
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Etude de ’hépatotoxicité induite par chlorpyrifos : Evaluation biochimique de I’état du

stress oxydatif et de ’intégrité du foie.

Résumé :

Le chlorpyrifos est un insecticide organophosphoré largement utilisé, 1l provoque des effets
toxiques sur les organismes, en particulier les mammiferes. Ce travail avait pour objectif d’induire
une hépatotoxicité aigue chez les souris par le CPF apres une €tude préliminaire dont on a précisé la
dose toxique non mortelle par 40mg/kg. Le sacrifice a été réalisé apres 6h, 24h, 48h, 72h et 96h
d’administration. L’effet hépatotoxique a été caractéris€¢ par 1’induction du stress oxydatif qui est
démontré par la diminution de 1’activité de catalase (CAT), la glutathion-S-transférase (GST) et le
taux de glutathion avec une augmentation du niveau de MDA dans le foie, ainsi qu’une
augmentation au niveau des parametres sériques: PAL, TGO et TGP. Ces résultats ont démontré
que le CPF a un effet hépatotoxique sur le foie de souris en induisant le stress oxydatif.

Mots clés: Hépatotoxicité, Chlorpyrifos, Antioxydant, Stress oxydatif, Peroxydation lipidique.

Abstract :

Chlorpyrifos is an organophosphate insecticide widely used, it causes toxic effects on organisms,
particularly mammals. This work was intended to induce acute hepatotoxicity in mice by CPF after
determination of the non-lethal toxic dose 40mg / kg by a preliminary study. The sacrifice was
made after 6h, 24h, 48h, 72h and 96h of the administration. The hepatotoxic effect was
characterized by the induction of oxidative stress which 1s demonstrated by the decrease in the
activity of catalase (CAT), glutathione-S-transferase (GST) and glutathione levels, with increasing
level MDA 1n the liver and an increase in serum parameters: PAL, TGO and TGP. These results
demonstrated that the CPF has a hepatotoxic effect on the liver of mice by inducing oxidative stress.

Keywords: Hepatotoxicity, Chlorpyrifos, Antioxidant, Oxidative stress, Lipid peroxidation.

JECESS

il Lald dpal) ikl e dabe < il Gany el 5 G e a2y (g gaiae gl gh (6 pdia e (e sy ) IS
de jall paad WA e a3 Al A g¥1 Al Al axy CPF Gaok 0 o)l die dla (628 aand (s jad g8 Al jall Caoa
Jrd (o i Mg a3l 2y LiO6 5 Lu72 (Lugd8 LuDg (luf amy Caad dpnuzaill 2S /304 () 2 3 ja8all g Adsaall yue AL
5 (GSH) 058 skall (GST) 31l 53 ¢ 8 slall il gine paliil & AaT ) awsall 8 508Y) i a3 g2l pail
PAL, ) : deadll Cilabe cilisiy ) 2o glas ) <l 5 (MDA) 28l (& S 55l Gaall $165 ) aa (CAT)

Sl AV | e ol 5l ool g2l aaniill Jule llay CPF of geaia 53 i) (TGO et TGP

Al BausY) ¢ oauslill Slga ¥l BausY) alias ¢ sy ;oI ¢ g2l aandll : dgalidall cilals!f



