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De nombreux travaux consecrés & V'intoxication per les insecticides organo-
phosphorés ausst bien chez 1'homme que chez 1as snimaux montrent que parmi les
méthodes de diagnostic de ces intoxications, les méthodes de 1aboratoire restent
lesplus fiables enparticulier les méthodes indirectes compte tenude 1'instabilité
de ces substances dans 1'organisme comme dans le milieu extérieur.

I;a technique utilisée ast 1a mesure de I'ectivité cholinestérasique qui subit
une dépressi on dés les premiéres heures qui suivent I'intoxication.

Chez 'nomme des techniques d'histochimie, d'immunoélectrophorése st
d'autres dosages ef factués sur les sérums ont montré que les cholinestérases sé-
riques pouvaient former des complexes avec 1es lipides et 1es lipoprotéines {(42).
Ainsi des travaux réelisés sur des lapins intoxiqués su Dichlorves, uninsecticide
organophosphore ont montré que paralidiement &1a diminutionde V'activitécholi-
nestérasique, certains constituants lipoprotéiques telsle cholestérol et leslipo-
protéines & densité faible (LDL) subissent las mémes veriations (12).

L'objet de ce travail est d'étudier aprés intoxication expérimentale du chien
perlefénitrothion, 1es inter- relations énumérées ci~dessus afin de pouvoir dis-
poser d'sutres 8léments biologiques en plus en cas d'intoxication.

Co travail est divisé en deux parties :

La premisre partieest une dtude bibliographique surles insecticides organo-
phosphorés, les lipides et les lipoprotéines '

La deuxiéme partie est consacrée & nos propres observations concernant la
mesure de |'activité cholinestérasique et e dosege des lipidas et 1ipoprotéines du
plasma.



&REHIERE PARTIE : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE)

Cette partie comporte deux chapitres

- Le premier traite des généralités sur les insecticides organo-
phosphorés,

- Le deuxidme brosse les données sur l1gs lipides, les lipopro-

téines et 18s inter-relotions entre ces constituants et 1as choli
nestérases



I-L Définition

Les insecticides orgsnophosphorés sont des composés organiques de syn-
thése.

s dérivent de V'acide orthophosphorique et ont une siructure aliphatique, cy-
clique ou Hétérocycligue. l1s sont doués de propriétés anticholinestérasiques,
base de leur activité mais sussi de lsur toxicité.

s présentent un intérét agricole et médical enraison de 1sur 1iposolubilité et
de leur faible stabilité dans jemilieu extérieur d'oli leurutilisation massive géné-
ratrice d'intoxicetions surtout chez ies bovins.

1~2 Structure et classification

Le structure générale des insecticides orgenophosphorés est représentée
comme suit :

KR
pﬂéon
\OR

X et X' sont des atomes d'oxygsne ou de soufre
R ot R' sont des radiceux aliphatiques ou aromatiques

Cette structure constitue actuellement le pri ncipal critére de leur classifi-
cation en trois groupes : '

1-2-1 - Los phosphales X=0¥=0
Exemples
Dichiorvos ou DDVP (ND Vapona, Atgerd)
R-’.-CH& R'= €H = CCLy
Cotte StRicturs 141 conrars 18 Rom chimtqus de Diméthy) 3i3ﬁlomv1nul phos-
phate
D_— O— cH=ccly

O——“ \ O- C-Hg,




. Mévinphos 8 E
R= CH3 ; R=-C=CH- 'UCH3
CHy

Ce qui donne 1a structure suivante:
0-C=CH-C-0CH

EH3L

D = P—-——-————U'CH3

\DCH3

0,0 diméthy!l - O- (1 Carbométhoxy 1 Propen 2 yl) phosphate
commercialisé sous 1e nom de PHOSDRIN
1-2-2 Los Thionaphosphseles %X=S5 X'=0

C'est le groupe ie plus importsant des orgbnophorés

////,ow
=P OR
S

Exemple : Parathion avec R = CH2 - CH5 R :-@N02

o< N0,
S-.P--\/—- O-CH,~CH,

OCHZ-CH3



ce qui donne 18 formule suivante :

0@N02

S = P P e D"CHz‘CHs

D-CHZ-CH3

(Diméthyl paranitrophényl thionophosphate)
C'est 1'un des plus toxiques parmi 1es insecticides organophorés.
CH3

_Fénitrothion R=CH3 R r@gmaz

GH3N02

O"CH5
Méthyl 3 nitro 4 phény! phosphorothionate de diméthyl)

7-2-X les Fionothiopdosphotes X =S5 X =5
Exemple : Malathion R=CHI R =—EH-CDOC2H5

ce qui donne 1a formule suivante CH2-600C2H5

S — CH-COOC HHs

DCH3

OCH5



| C'est le composé le moins toxique d'olt son utilisation dans les locaux agri-
coles contre les ectoparasites du bétail.

1-2-4 Les phosphonales
Ici 11 existe une fonction phosphate - carbone .

Leur formule générale s'écrit comme suit :

cl
R3 CH C-cl
|
0= Pé R2 Exemple : 0=P < OH \cl
OCH3

(Trichlorfon)
Trichioro 2,2,2 hydroxy 1 &thyl phosphonate de diméthyl.
1-2-5 les phosphoromides
Leur formule est la suivante :
Rs

OR,

OR,

Exemple : Le crufomate (RUELENE ND)

Insecticide endothérapique, trés peu toxique, actif contre 1es parasites du bé-
tail.

{-3. Les propiétas physico-chimiques
1-3-1. Las propriélds physigues
Les insecticides organophosphorés peuvent se présenter

- gous forme de solides cristaliisés, blancs, ou sous forme de liquides vis~
queux incolores ou ambrés. les dérivés soufrés présentent une odeur alliacés.

Leur solubilité dans 1'eauest tras faible. l1s sont par contre trds solubles dans
1a plupart des solvants organiques et dens les lipides {ce qui explique leur



pénétration percutenéa).

Leur volatilité est relativement &levés et permet une péndtration respira-
toire responsable d'assez nombreuses intoxications.

1-3-2Z L&s propriéiés chimigues

Une des principales propriétés chimigues des insecticides organophoespho-
rés est 1a réaction d'hydrolyse.

C'est cetto réaction qui explique Jeur faible stabilité dans 18 milieu exté-
reur.

La vitesse de cette réaction est fonction de la molécule mais aussi des
conditions de réaction tels que le pH, 1a température, 18 nature du soivant.

Ainsi les dérivés oxuygénés sont plus facilement hydrolysés que les dérivés
soufrés. L'eugmentation de pH ou de température eccroissent 18 vitesse de ré-
action,

Comme autres propriétds, nous pouvons citer les propriétés alkylantes et
d'isomérisation.

Autre propriété non moins importante est 1a réaction d'oxydation qui per-
met in vivo de transformer certains dérivés soufrés en dérivés oxygénés plus
actifs. Le parathion est transformé en Paraxon aprés oxydation.

1-4. Les proprigtés antiporasitaires des organophospharés
reposent sur :

- leur 1iposolubilité qui Jeur permetl de penétrer facilement & travers la
cuticule ou 1a mugueuse digestive des insectes, de méme qu' & travers la pesu
ou 1a mugueuss digestive des enimaux supérieurs. Aprés pénétration, ils sont
ainsi transporiés jusqu'aux centres nerveux.

- leurs proprietés anticholinestérasiques {responsables de 1a mort des pa-
rasites mais aussi des intoxications observees).

Les domaines d'utilisation peuvent se répartir en trois groupes.
I~& { Usages agricelas

Les insecticides organophosphorés sont trés utilisés en vue de 1a protec-
tion des semences et destraitements des cultures { 1egumes, fruits, céréales..)
contre 18s insectes et les acarigns.

1-4 2 Usages soniloires

11 s'agit de la désinsectisation des locaux d'habitation et d'élevage. 11s sont
alors utilisés sous diverses formes:



- pulvérisation

- poudre pour épandage

- plaquettes a libération progressive
-4 J Usages ihérapeuligves

1 s'agit ici de lalutte contreles ectoparasites, dutraitement desdifférantes
myases et de 1a lutte contre les helminthoses.

1-5. Intoxication chez les animaux
7-5. 1 Lo loxicocinéligve

Le devenir des insecticides organophosphorés dens 1'organisme découle de
deux propriétés essentielles : 1a 1iposolubilité et 1a faible stabilité chimique. La
liposolubilité conditionne 1e passage & travers les membranes biologiques; elle
régle 1'absorption et 1a distribution des ces composés.

I-S~1-1. Absorption

Les insecticides organophosphorés pénetrent aisément 'organisme per toutes
les voies d'sbsorption : digestive, pulmonaire ou cutanée. 1'absorption pulmonasire
est possible chez 'nomme dans 1e cas des insecticides volatiles. Chez 1es animaux,
nous pouvons limiter le probléme & deux vaies principales : 1a voie digestive et 1a
voie cutanée. '

I-5~1-2. Transport et distribution

Lorsque les insecticides organophosphorés sont absorbés, ils sont véhiculés
parle sang jusqu'sux divers organes ouils vont se localiser. Cettelocalisation est
fonction de la teneur des organes en lipides. On les retrouve ainsi dans :

- les tissus nerveux ot ils exercent leur activité toxique
- les tissus adipeux avec un certain temps de lstence
- le foie ol i1s subissent des biotransformations trés intenses en général.

Un teux trés faible est retrouve dans les muscles. Aprés s'étre fixes, les in-
- secticides organophosphorés vont subir des réactions de biotransformation.

I-5~1-3. Les réactions de biotransformation
Ce sont les réactions d'oxydation, d'hydrolyse, et de conjugeison.
1-9-1-3-1. Réactions d'oxydation

Ces réactions s'effectuent surtout dans le foie grice aux systémes enzy



matiques microsomaux. De nombreuses réactions oxydatives peuvent entreren jeu
comma les réactions de désalkylation, 1es réactions d'hydroxylation ou les réac-
tions de désulfurstionoxydstive. Ce sont cesréactions de désulfuration oxydative
qui transforment ies insecticides organophosphorés soufrés en dérivés oxydés qui
représentent 1a forme active mais toxique aussi.

Le parathion est oxydé en paraxon qui posséde une activité anti-cholinestéra-
sique mille fois supérieure du fait de 'sugmentation du caractére électrophilede
1'atome de phosphore.

{-5-1-3-2. Réactions d'hydrolyse

Ces reactions donnent naissance 8 des métabolites besucoup moins toxiques
que les composés de départ.Ce sont des réactions dedétoxication vraie. Elles s'ef-
fectuent gréce & des estérases de différents types ou grace & des smidases.

I-5-1-3-3. Réactions de conjugaison

Ce sont des réactions de glucurono et sulfo conjugaisens... Elles conduisent en
général & une inactivation ou & une éliminetion des dérivés conjugues.

I-5-1-3-4. Elimination des insecticides organophosphorés

L'élimination des insecticides organophosphorés de 'organisme se fait es-
sentiellement sous forme dégredée grace aux réactions de biotransformation.
Cette 8limination se fait surtout par voie urinaire et beaucoup moins par voie bi-
Haire. Elle est en général trés rapide. Quarante huit heures aprés admlmstretion
plus de 90 p.100 de 1a dose absorbée est eliminge (35).

AU BILAN

Le metabolisme des insecticides organophosphorés est rapide et intense.Ce
sont par opposition aux insecticides organochlorés {Lindane, DDT ,HCH) des compo-
sés non cumulatifs facilement dégradés et 8liminés. Ceci explique :

- la durge d'action relativement bréve

- larelative briéveté d'évolution des intoxications

- 1a faible toxicité & long terme

- le taux, en général faible des résidus retrouves dans 1'alimentation
1-5-2 Flude loxicologigue des insecticides orgonophrosphorés

I-5-2-1. Circonstances d'intoxication
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Lesintoxications parles organcphosphorés peuvent s'observer chez toutesles
espéces animales. Elles frappent surtout les ruminants et plus particuliérement
les bovins (35). Ces intoxications sont soit d'origine accidentelle, soit consécu-
tive aun treitemsnt anti-parasitaire. Elies peuvent dans certains cas étre mal-
veillantes.

I-5-2-1-1. Intoxication d'origine accidentelle

Diverses circonstances sont passibles dont 1'ingestion directe de produitsou
de préparations insecticides.

Danslecasduchien, elies sont dues au fait que celui-ci commensal de I'homme
est exposé comme son maitre aux dangers d'un envirannement chimique menagant
(44).

{-5-2-1-2. Intoxication d'origine thérspeutigue

Ces intoxications surviennent surtout dans e cas de traitements antiparasi-
taires externes ou internes. A 'heure actuelle, en Europe ol lachose est bien etu-
dige, 1a grande majorité des intoxications par les organophosphorés provient de
traitements des animaux par la méthode “pour on".

Chezle chien, les colliersinsecticides dbase d'organophosphorés peuvent oc-
casionner des accidents.

1-5-2-1-3. Intoxications malveillantes

Surtout fréquentes chez e chien, qui paye de sa vie quelques nuisances dont i\
est responsable (bruits, prédation, fugue) ou des animosités euxquelles il est to-
talement étranger (44).

j-5-2-2. Toxicité et facteursde variationde latoxicité des insecticidasé or-
ganophosphorés

La toxicité des insecticides organophosphoreés est extrémement variable. On
peut distinguer en fonction de 1a dose 1étsle 50 (D.L.50) rat par voie per os :

*Insecticides hautement toxiques

Ce sont les insecticides dont 1a DL 50 rat est inférieure 4 50 mg/kg
Exemple : le Parathion ; le Dichlorvos

*Las insecticides moyennement toxiques

11s ont une DL 50 comprise entre 50 et 500 mg/kg

Exemple : le Fenthion, le Diméthoate
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®*Les insecticides faiblement toxiques
I1s ont une DL SO rat suparieure 4 500 mg/kg
Exemple 1e Malathion

Lasensibilité des animaux aux insecticides organophosphorés dépend des fac-
teurs comme :

- facteurs tenant 8 1'animal

. L'espéce animale

.Larace

.Le sexe

.L'age
- facteurs tenant 8 1'environnement
I1 s'agit des facteurs comme :

. La température

. Le vitesse de 1'sir

|-5-2-3.Etude clinique des intoxications parles insecticides organophospho-
rés

Nous étudierons d'abord 1e macanisme d'action des insecticides organophos-
phorés, ensuite les symptdmes des intoxications.

1-5-2-3-1. Le mécanisme d'action des insecticides organophosphorés

Le mécanisme d'action a &té étudié par de nombreux auteurs tels Bellon, Ri-
gole, et O'Briencités per Sido {62). Ces différents auteurs ont montré que si cette
pharmacodynamie reste peu comprise chez les insectes, elle est parcontre suffi-
samment connue chez les vertébres. 11 est eneffet admis que chezles Yertébrés du
fait d'une analogie structurale avec I'acétylcheline, 1es insecticides organophos-
- phorés inhibent 1es cholinestérases en se fixant fortement sur elles. Une fois ces
cholinestérases inhibées, elles perdent leur pouvoir de destruction de V'acétyl-
choline entrainant leur accumulation ; celle-ci étant e médiateur chimique ne-
cessaireau transfert de 1'influx nerveux 8 différents niveaux et médiateur du sys-
téme parasympathique, son accumulation entraine une hyper activite vagotonique,
une hyperstimulation des récepteurs de 1'influx nerveux et 1es symptdmes obser-
vés lors de 'intoxication aigue par ces orgsnophosphoraés.
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Avant d'aborder 1'8tude du mécanisme d'action des insecticides organophos-
phores, il nous parait nécesssire de donner un apercgu sur les acteurs de 1a transg-
mission nerveuse cholinergique.

A/ Rappels physiologiques sur les acteurs de la transmission nerveuse
cholinergique
1/ L'acétylcholine

L'acétylcholine (ACH) est 1e médiateur chimique qui assure 1@ transfert de
1'influx nerveux au niveau du systéme parasympathique.

Elle est localisée dans les fibres nerveuses cholinergiques avant d'dtre 11bé-
rée auniveau de 1a synapse au moment de latransmission. elle peut 8tre dosée dans
les tissus contenant les terminaisons cholinergiques et aussi dans les fibres ner-
veuses elles-mémes.

Dans 1a cellule nerveuse I'acétylcholine se trouve contenue dans des vésicules
dites vésicules synaptiques de 469 & elles mémes contenues dans des vésicules
plus grandes de 0,02 & 0,08 micron qui sont des synaptosomes de Whittaker,

La synthése se fait par un processus enzymatique anaérobie qui estérifiela
choline avec I'intervention de 1a choline acyl transférase ou choline acétylase.
C'est cette derniere qui assure le transfert du radicel acétyl de 1a coenzyme A sur
la choline. La réaction peut s'écrire comme suit :

Choline acétyl
Choline + Acétyl COA » Acetyl choline + COA

transférase

L'enzyme se trouve en grande partie dans 1es synaptosomes qui 1es 1ibére aprés
rupture (34).

2/ Les choline estérases

Les choline estérases sont des enzymes qui hydrolysent les esters de 1a cho-
" 1ine. Ces estérases différent en fonction de 1a distribution et de 18 spécifité du
substrat.

Atnsi on distingue :

2-1.- Les cholinestérases vraies ou Acétyicholinestérases
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Elles ont un affinité plus marquée pour 1'acétylcholing que pour les autres
esters de 1a choline. Ce sont des enzymes trés spécifiques qui ne réalisent que
I'nydrolyse de 1'acétyl choline. Elles sont localisées au nivesu des terminaisons
nerveuses cholinergiques, des fonctions neuro musculaires, des hématies, dans
les glandes & sécrétion externe.

2-2. Les pseudocholinestérases ou choline estérases non spécifiques

Ce sont des enzymes pau spécifiques. Elles hydrolysent non seulament
'acétylcholine mais aussi d'autres esters de la choline. On les retrouve dans le
systéme nerveux central, dans 1e plasma, e foie, le pancréas.

Les &tudes sur 1es inhibiteurs de 1'acétylcholinestérase ont permis une re-
présentation de 1'aspect des centres actifs de 'enzyme.

La partie active de 1'acétylcholinestérase comprend deux sites :

- un site anionique charge négativement. |1 facilite 'activité de 1'enzyme
en attirant, liant et orientant 1'ion ammonium {ion N+ de 1'acétyl choline).

- un site cationique ou estérasique ol 1es esters sont hydrolysés. Ce site
d'aprés Feathersone cité par Sido (62) contient deux groupes essentiels : une
fonction acide et un groupe basique.

B/ Mécanisme d’hydrolyse de 1'ACH par 1'acétylcholinestérase

Quelle que soit leur localisaton et leur spécifité, 1es cholinestérases pro-
voquent 1a rupture de 1a laison ester de 1'acétyicholine selon la réaction géené-
rale de 1a figure ci-dessous.

CHy 0

\ CHE C+)
. o H,0
CHy OH

Sur le plan moléculaire, les evénements qui se déroulent au niveau de 1'en-
~ zyme se font suivant 1e schéma ci-dessous -

a) fixation de I'acétylcholine, formation du complexe enzyme - substret.

ErOH + MHe—=E-OH. ACH

HlSTtD‘ / ERIN . om
amoqu@ l : ! 5 A e l !iq—' Jl (i‘:f éf:;.‘in«;ue
CHy—_ CH, O Coe
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b) Scission ducomplexe ES : 1ibération dela choline et acétylationds 1a cholines-
térase

w'H
@ }' /
i —N_——CH, CH,,. o—C o]
CH3 éﬂa éHs
CHz—N CH CH, ————OH  C
CH/\ 2 A # o
3 CHy CHy

c) Enprésence d'eau, regénérationde V'enzyme acétyléeet 1ibérationde 1'acide
acétique

k3
E-0AC + H20—E ~ OH + ACH

@ Wy S
- , R
/ u;f \,§-°
CHy
N/ W
s OL—0v —> %o H-O
oo™ + CHz =2

~

CH
Les trois étapes dei'hgdrolgse de 1'acétyl choline se déroulent trés rapide-
- ment {1 06 secondes). Les constantes de vitesse k1,k2 k3 sont 8levées ; 'anzyme
est donc regénérée tras rapidement.
C/ Mécanisme d'action des Insecticides organophosphorés

inhibition de 1a cholinestérase par les organophosphorés. Les organophospho-
rés présentent une forte affinité pour le site estérasique du fait d’'une analogie
structurale avec 1'acétylcholine au niveau de 1a ligison ester.
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a) formation du complexe Enzyme-organophosphoré

N
N
= a :7 0/ e
RO
¢ = O
Ro—7=¢
| 1S S
b) Phosphorylation de 1'enzyme . Hydrolyse de 1'organophosphoré

k2
E-OH OP—» E-OP +R - OH

[ W / R

O'—— ——» - ,
N
R'O'/R ,\.o S OR” | ROH

La liaison O - P covalente est beaucoup plus forte que 1a liaison C-0 de choli-
nestérase acétylée du fait du caractéreélectrophile duP par rapport auC. Laregé-
nérationde 'enzyme phosphorylée en présence d'eau est donc treés difficile (k3 est
trés faibls); d'oli une inhibition quasi irréversible des cholinestérases par lesor-
ganophosphoras et une accumulation d'acétyicholine non dégradée qui vaentrainer
les troubles caractéristiques.

1-5-2-3-2. Les symptdmes des intoxications

En fonction du temps d'apparition des symptomes et des doses absorbées, on
peut distinguer deux types d'intoxication d'importance inégale.

_ 1/ Intoxication & court terme (aigues ou sur aigués survenant rapidement
aprés 'exposition, ce sont les plus fréquentes.

2/ Intoxication & long terme, effets dus & 1a "toxicité retardée” des insecti-
cides organophosphorés, beaucoup plus rares.

|1-5-2-3-2. 1/ Symptdmes de 1'intoxication a court terme

Ces symptomes sont theoriqguement identiques chez les différentes espeéces.
On distingue trois types de manifestations qui peuvent s'imbriquer les unes dans
les autres.
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a/ - Syndrbéme muscarinique

Ce syndrdme est composé de troubles de typs parasympathomimétique. ce sont
les plus précoces. 115 correspondent & une stimulation exagérée du systdme para-
sympathique.

" b/ - Syndréme nicotinique

Ces signes sont en principe les plus tardifs mais peuvent se superposer aux
signes muscariniques. 11 s'agit de troubles neuromusculaires dus 8 l'hgperstimu-
lation des récepteurs nicotiniques de 1a plague motrice.

¢/ - Troubles du systéme nerveux central

Ces troubles entrainent une dépression plus ou moins intense des animaux
avec prostration et coma.

L'évolution de cette intoxication 8 court terme est souvent de 48 heures. Elle
est mortelle parsuited'uneinsuffisance respiratoire aigué due 8 une paralysie des
muscles respiratoires.

I-5-2-3-2. 2/ Symptomes de V'intoxication & long terme
I1s sont rares. ce sont surtout :

- la neurotoxicité retardée

- les réactions allergigues

- les effets d'embryotoxicité

1-5-2-3-3. Le diagnostic des intoxications par les insecticides organo
phosphorés

Le diagnostic de I'intoxication par les insecticides organophosphorés peut se
faire selon la démarche classique d'un :

- diagnostic clinique

- disgnostic épidémiologique
- diagnostic nécropsique

- diagnostic de 1sboratoire

Cependant les diagnostics épidémiclogiqus, clinique et nécropsique trouvent
leurs limites quand il s'agit des cas isolés. ils ne peuvent donc pas étre d'un grand
intérét. Aussi nous les passerons sous silence, pour nous apesantir sur le diagnos-
tic de Laboratoire.”

C'est le seul qui permet d'etabliravec certitudeune intoxicationpar les orga-
nophosphorés. Diverses méthodes de laboratoire peuvent étre utilisées.
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Néanmoins du fait de leur grande instabilité, ces composés sont vite 8liminés
apreés leur pénétrationdans 'organisme. Cetterapidité de dégradeation et cettein-
stabilité demeurent les limites des recherches directes des résidus dans 1'orge-
nisme. Dans lamaejorité des cas, le diagnostic expérimental est donc de type indi-
rect. On recherche les effets diis su passage de 1'organophosphoré dans 1'orge-
nisme. Les méthodes d'analyse consistent & apprécier le degré d'inhibition des
cholinestérases de 1'animal suspect enmesurent 1'activité cholinestérasique soit
de V'encéphale soit du sang.

Pour le sang, le dosage se fait selon les espéces soit au niveau des érythro-
cytes, soit au niveau du plasma ou bien des deux. Cette mesure repose sur laréac-
tion d'hydrolyse de t'acétylcholine.

cholinestérase
Acétylicholine + H20 p choline + acide acétique

Enévaluant lavitesse d'hydrotyse d'une quantité d'scétyicholine et enla com-
parant & un témoin, on mesure 'activité cholinestérasigque de Vindividu suspect.
Plusieurs méthodes ont &té mises au point & cet effet. L'évaluation peut se faire
soit par la détermination de I'ACH résiduel ou bien par 1a détermination de 'acide
acétigue Vibéré. Les méthodes dans ce dernier cas sont distinguées en méthodes
titrimétriques, électrométriques, gazometriques et colorimétriques.

A/ Méthodes titrimétriques

Elles consistent & titrer 'acide acétique 1ibéré au cours de 'hydrolyss, au
moyen d¢'une base standard en utilisant un indicateur coloré, interne ou externe.

B/ Méthodes gazométriques

Elies sont basées sur la mesure du gaz carbonique formé en milieu tamponné
par ection de I'acide acétique 1ibéré surle liguide deRinger bicarbonaté en stmos-
phere d'azote 8 5 p. 100 de CO2. La mesure se Tait avec 1'appareil de

warburg.
C/ Les méthodes électromeétiriques

. Elles consistent & mesurer 1'abaissement de pH en milieu tamponné, provoqué
. parlslibération d'acide ascétique.C'est 'exemple de 1améthode de MICHEL avec ses
nombreuses varianies.

D/ Les méthodes colorimétriques
Elles comprennent trois groupes
1/ - méthode de dosage colorimétrique de 1'ACH

C'est 'exemple de la méthode de Vincent et Seconzac (69).
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Ellerepose suria mesure aubout d'un temps donné de 1a quantité d'ACH hydrolysée
par formation d'un complexe ferrique hydroxamique coloré en pourpre. Cette mé-
thode connait de nombreuses variantes. .

2/ - méthode de dosage colorimétrique par mise en évidence de 1'abaissement
dupH per des indicateurs colorés, par exemple le Bleu de méthyléne qui vire au bieu
vert ou jaune brun avec la chute de pH.

3/- méthode de dosage photométrique de 1a couleur jaune produite parlaréac-
tionde la thiocholine avec unchromogéne qui est 1e dithiodinitrobenzoate. C'est 1a
méthode d'EYiman. Elle est 1a plus courante actuellement.

Toutes ces mathodes sont utilisées dans le diagnostic des intoxications de
I’homme et des animaux par les anticholinestérases.

I-5-2-3-4.Traitement des intoxications parles insecticides organophospho-
rés

Letraitement del'intoxicationparles insecticides organophosphorés découle
de leur mécanisme d'action. |1 doit étre rapide dans le cas des intoxications ai-
gués.

A/ Traitement spécifique
11 vise deux objectifs :

% Combattre les effets de 1'accumulation de 1'acétyicholine. i1 faut pour cels
administrer un parasympatholytique. Le sulfate d'stropine est bien indiqué. C'est
un antagoniste compétitif de 1'acétylcholine au niveau des récepteurs muscarini-
ques. L'administration n'agit que sur les effets muscariniques. Elle est contrein-
diguée pendant 1a phase nicotinique. L'administrationse fait 41a posologiede 0,5-
1 mg/kg de poids vif 1/4en Y ;3/4 SC-IM.

Ce protocole est répété toutes les 3-4 h pendant 1 & 2 jours.
* Lever V'inhibition des cholinestérases

La levée de cette inhibition se fait par administration des réactivateurs des
cholinestérases. Ces réactivateurs sont des molécules qui présentent une forte
“affinité pourles cholinestérases et porteurs d'un groupement nucléophile capable
de déplacer 1'organophosphoré de sa liaison covalente avec 1'enzyme. Celaaboutit a
la réactivation des cholinestérases et on utilise des composés type oxime de
forme R-CH = N-OH. Le plus connu de ces composés est 1a pralidoxime (CONTRA-
THION ND).

B/ Traitement éliminatoire et symptomatique

11 vise & favoriser 1'8limination du toxique. La décontamination de 1a peau se
fait par un lavage abondant & 1'eau savonneuse. En cas d'ingestion, on effectue un
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lavage de V'estomac au moyen d'eau bicarbonatée puis on sdministre du charbon
activé.

Le traitement symptomatique est basé sur 'administration des analepti-
ques cerdiorespiratoires (caféine, solucamphre) et des barbituriques pour
combattre les convulsions.



20

CRAPITRR 1] : LES LIPIDES BT LN LIPEPRSTIISEN
11-1. Les lipidas
H-1-1 Définition

Les lipides sont des dérivés naturels des acides gras, résultant de leur
condensation avec des alcools ou des acides aminés.

Ce sont des substances insolubles dans V'eau, solubles dans les solvants
organiques et qui jouent un réle biclogique important en tant qu'éléments de
structure, mais aussi éléments de réserves. |1s jouent aussi un réie important
en Biochimie clinigue.

On distingue différentes classes de lipides
1-71-2 les Iipides simples ou lerpsires

Ce sont des dérivés des acides gras gui ne contiennent dans leurs molé-
cules que du carbone, de I'hydrogene et de 1'oxygéne. Les lipides simples com~
prennent :

I1-1~2-1. Les glycérides

Les glycérides ou graisses neutres constituent I'essentiel sur le plan quan-
titatif des lipides naturels.

Ce sont des esters du glycérol et d'acides gras. Leur nomenclature résulte
de 1a nature des acides gras qui entrent dans leur compasition et du nombre et
position d'estérification.

Ainsi on distingue des glycérides homogenes quand les molécules estéri-
fiant le glycérol sont de type unique.

[1s sont dits hétérogenes ou mixtes quand les molécules assurant leur es-
térification sont de types divers.’

On parie aussi de mono, di, tri, glycérides selon le nombre d'acides gras
1,2 ou 3) qui entrent dans V'estérification du glycérol. Ces glycérides peuvent
étre homogénes ou mixtes.

a) Propirétés physiques

Les glycérides sont solubles dans le benzéne, le chloroforme, 1'éther, 1'al-
cool & cheud et 1'acétone.

i1s sont insolubles dans 1'eau. Leur point de fusion dépend de leur composi-
tion en acides gras. 11 est abaissé quand le nomhre d'acides gras insaturés aug-
mente. ~ '

b) Propriétés chimiques'
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11 s'agit des propriétés d'hydrolyse, de saponification, de rencissement...

La séparation des glycérides des autres lipides ou méme des glycérides entre
eux est possible par 1a méthode de chromatographie sur couche mince sur gel de si-
lce.

[1-1-2-2. Les cérides

Ce sont desesters d'acides gras et d'alcools ayant des poids moléculaires éle-
véés.Ce sont des lipides constitutifs de cires animales (blanc de Baleine), des cires
vagétales (cuticule des feuilles) et Bactériennes (bacille de Koch).

I-1-2-3. Les stérides

Ce sont des esters d'acides gras et d'alcools, les stérols. Les stérols sont des
dérivés isopréniques avec comme noyau fondamental une structure cyclo pentano
per hydro phénanthrénique, portant des substituants méthylés.

C'est I'exemple de : - 1'cléate de cholestérol
- palmitate de cholestérol.
Il1-1-2-4. Autres lipides simples
On peut citer:
- Les Etholides
- Les Ethéroglycérides
H-1-3 Les Lipides complexes

Les lipides complexes sont des dérivés des acides gras qui contiennent dans
leurs molécules outrele carbone, 1'hydrogéne et 'oxygéne des molécules d'azote ou
de soufre.

Ce sont des structures chimiques importantes non par leur role de réserve
mais aussi par 1a place fondamentale qu'ils occupent dans le métaboﬁsme inter-
médiaire et dans les cellules de certains organes nobles comme le cerveau ou le
foie. De méme, i1s participent avec le glucose et 1es protéines a I'édification des
_structures trés élaborées. 11s sont trés largement répandus dans le régne ani-
mal.

Cette place qu'occupent les lipides complexes au niveau du tissunerveux per-
met d'expliquer certains signes pathologiques qui apparaissent en clinique hu-
maine dans certaines maladies congénitales par I'accumulation dans des organes
des sphingolipides. ‘
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Leur séparation chromatographique est possible et 1e principe est 18 méme
que celui des lipides simples.

Les lipides que nous venons d'énumerer qu'ils soient simples (trigiycé-
rides, stérides) ou complexes (phospholipides) ont une double origine dans 1'or-
ganisme:

- I'absorption intestinale

- les synthéses réalisées a partir des métabolites protidiques et gluci-
diques.

L'étude de Jeur métabolisme va nous permettre de connaitre eur synthése,
leur devenir mais aussi les inter relations qui existent entre eux et les autres
constituants seriques.

11~ 1-4 Mélaboilisme des Iipides

Les particularités du métabolisme lipidique chez 1e chien ne sont pas en-
tierement élucidées mais des études précéedentes montrent 1'existence de nom-
breuses analoagies entre le métabalisme lipidique chez I'hommse et le chien.
Aussi, e métabolisme lipidique chez 'homme peut-il étre extrapolé & 'espéce
canine.

I1-1-4-1. Métabolisme des triglycérides

Dans ce métabolisme sera traité plus spécifiguement le catabolisme, la
synthase des triglycérides résultant de 1'estérification du gicérol par un acide
gras, ayant été aborde précedemment.

Le catabolisme des triglycérides alimentaires sera différent suivant qu'il
se déroule au niveau intestinal, sanguin, hépatigue ou adipocytaire.

Au nivesu intestinal, I'hydrolyse des triglycérides est le fait des 1ipases.
Lo digestion intestinale met en jeu une lipase pancréatique dont V'action abou-
tit 4 1 Vibération d'un diglycéride puis d'un monoglycéride. (Schéma n°1).

Dans 1a cellule intestinale, on assiste & une resynthése de triglycérides
par une acylation des monoglycérides.

Ces triglycérides sont associés & des protéines, des phospholipides et du
cholestérol pour étre sécrétés dans les voies lymphatiques et chyliferes sous
forme de chylomicrons et de lipoprotéines a tres faible densité (VLDL). Les
triglycerides circulants sont captés par le foie ou le tissu adipeux qui dispo-
sent d'une enzyme au niveau des membranes cellulaires {lipoprotéine lipase).

L'action de cette lipase et de celle d'une monoglycéride lipase va donner
des acides gras qui vont dans les cellules.
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H-1-4-2. Métabolisme des stérides

Le métabolisme des stérides tourne autour d'un élément principel 1e cho-
lestérol. Aussi, nous limiterons nous a son méatabolisme et particulierement a
son devenir dans 1'organisme. {Schéma n® 2).

Le cholestérol est synthétisé dans toutes les cellules viventes particulié-
rement au niveau du foie, de 1a mugueuse intestinale et des cortico surrénales.

Une fois synthétisée, une partie du cholestérol est 8liminée dans V'intes-
tin, mais cette partie est quantitativement assez faible. Elle aboutit &la
transformation en coprostérol par voie enzymatique.

La grande partie est liminge au niveau du foie et conduit 8 1a synthése des
acides biliaires qui occupent une place fondamentale dans 18 digestion et 1'ab-
sorption des lipides.

Les acides biliaires sont des substances contenues dans 1a bile & I'état de
sels. i1s ont des propriétés tensio actives et émulsionnent les graisses facili-
tant leur digestion.

Le cholestérol non estérifié dit “cholestérol libre” est facilement
échangeable entre les lipoprotéines circulantes et les parois cellulaires. Le
cholestérol estérifia ne s'échange pas. On en trouve trés peu dans les tissus.
Ceux-ci contiennent essentiellement du cholestérol libre localisé dans les édi-
fices phospholipides-proteines des structures membranaires des cellules.

Le foie est responsable de 1a sécrétion de ce cholestérol dans les lipopro-
téines plasmatiques. {Blipoprotéines3/4 et adipoprotéines 1/4).

11-1-4-3. Métsholisme des sphingolipides

Nous passerons sur 1a synthése de ces composés pour aborder 1a dégrada-
tion des lipides complexes. Celle-ci est surtout réslisée dans e fole, 1es pou-
mons, 18 rate. L'enzyme qui catalyse cette réaction est 1a sphingomyéline
phosphodiestérase dans le cas de 1a sphingomyéline.

H-1-4-4. Catabolisme des glycérophospholipides

Le cetabolisme des glycérophospholipides est e résultat de I'action des

. phospholipases. Ces enzymes sont présents dans pratiquemsant tous les tissus
snimaux (foie, pancréas, rate). 11 existe quatre classes de phospholipases dé-
nommess (A,B,C,D).

11-2. Les Hpqprotéines
1-2-1. Dérfinition
Les Hipoprotéines plasmatiques sont des &difices résultant d'associations
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molécutaires entre des protéines spécifiques sppelées apolipoprotéines et des
molécules lipidiques qui vont étre transportées dans le plasma sous forme so-
luble. .

Malgré cescaractéristiques structurales communes, les lipoprotéines diffe-
rent 1es unes des autres par 1a proportion de leurs constituants, 1eurs lieux de syn-
thése, leursroles biologiques et leur métabolisme. Leurs concentrations plasma-
tiques dépendent d'un équilibre modifié en permanence par 1'apport alimentaire,
par la sécrétion ou la dégradetion d'un certain nombre d'entre elles ou par les
échanges de molécules lipidiques seules ou associ@ss & des tissus, soit entre les
lipoprotéines (7).

Ces lipoprotéines sont communes & toutes les espéces animales ; cependant,
quelques caractéristiques propres a'espece existent notamment denslecas pré-
cis du chien.

Nous allons dans unpremier temps donner 1a structure de ces lipoprotéines,
leur classification, puis dans un second temps, étudier leur métabolisme et leurs
concentrations dans le plasma,

11-2-2 Structure des lipoprotéines

Les lipoproteines ont généralement une structure sphérique constituée de
deux zones concentriques : unnoyau central contenant des lipides hydrophobes, des
esters du cholestérol et des glycérides, Ces lipides apolaires sont & la tempéra-
ture corporelle a1'état liquide. La couche périphérique entourant 1a zone centrale
est composée de phospholipides choliniques {sphingomyéline, phosphatidyl), de
cholestérol et d'apolipoprotéines. Cette couche périphérigue forme une enveloppe
plus ou moins flexible dont 1'épsaisseur reste relativement constante.

/H-2-3 Llassification des lpaoprotéines plesmatiguas

Etudier 1a classificstion des lipoprotéines revient & considérer les résultats
des principales méthodes analytiques permettant de les fractionner: 'uitracen-
trifugation de flottation et I’'électrophorése de zone. Une troisieme méthode est
I'étude de la composition des fractiens protéiques.

}1-2-3-1. Ultracentrifugation de flottation

C'est la méthode analytique de référence pour le fractionnement des lipopro-
téines de'homme. Elle permet de séparer parfaitement les différents types deli-
poprotéines plasmatiques. Les lipoprotéines du fait de 1a présence de 1a fraction
lipidique ont une densité faible; ce qui fait qu'elies flottent au dessus du plasma
dont ladensité est voisine de 1,25 lorsqu'elles sont soumises dune ultracentrifu-
gation (47). Cette méthode apermis de définir quatre grandes classes de lipopro-
téines comme le montrent les tableaux n® 1 et 2.
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Tableau n®1: Classes de lipoprotédines seriques de 'homme ; fractfonnement par
ultracentrifugation de flottation

Classe Densités

. Sous classe

Chylomicrons Inf. 84 0,86

VYery low density lipoproteins 0,96 & 1,006

B e el T

1,006 & 1,063 ;

Low density Lipoproteins HDL2

High density Lipoproteins HDLY 1,063 41,125

1,125 8 1,21 |

Tableau n°2 : Classes de Lipoprotéines sériques du chien ; densités des
differentes fractions

Classe ' Sous clesse Densités

Chylomicrons ‘ Inf. & 0,96

Very low density Lipoproteins | ;0,963 1,006

Low density Lipoproteins 1,006 @ 1,087

'
;
HDL1 |
. 1,0254 1,10 |
High density Lipoproteins HDLZ i 1,070 a 1,21 |
$
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a) - lipoprotéines lourdes (High density lipoprotein HDL)

Elles ont une densité comprise entre 0,062 et 1,21 Elles assurent le trans-
port sanguin des phospholipides et  un degré moindre du cholestérol. Ce sont les
lipoprotéines les plus petites. Elles ont un diamétre compris entre 9 et 12 nm.
Elles sont les plus stables quant & leur partie lipidigue et 1es plus riches en pro-
téines.

Ces HDL sont subdivisées en deux sous classes HDL2 et HDL3.
b) Lipoprotéines 1égéres
Elles ont une densité comprise entre 1,006 et 1,063 .

Ce sont les principsux transporteurs du cholestérol depuis le foie jusqu'sux
tissus periphérigues. ce cholestérol est 1ié 4 1a fraction phospholipidique.

c) Lipoprotéines trés legeres (Very low density lipoprotein YLDL)
Elles ont une densité comprise entre 0,96 et 1,006 constituées de
10 p. cent de protéines
90 p. cent de lipides

Ce sont des transporteurs sanguins de triglycérides depuis le foie jusqu'aux
tissus periphériques. '

d) Les chylomicrons et Yipomicrons -

Ce sont des particules de densité inférieure 8 0,96 et ne contiennent que 1 p.
cent de protéines pour99 p.cent de lipides. Les chylomicrons apparaissent dans le
sang aprés 'absorption intestinale des lipides. Les Yipomicrons sont synthétisés
par le foie et aprés transit sanguin sont captés par les tissus:chylomicrons et li-
pomicrons ne migrent pratiquement pas aprés électrophorese.

Les densités de 1,006; 1,063 et 1,21 ont souvent été utilisées pour fraction—
ner les lipoprotéines plasmeatiques du chien. Cependant les travaux de Mahley ,
Weisgrater cités parMedaille{47)ont mentré quecette sépration était peusatis-
faisante et que l'ultracentrifugation seule ne permettait pas le fractionnement
~ correct de ces molécules, chez lechien. Cela spperait surle tablesun® 2.1a sépara-
tion compléte fait appel 8 d'autres techniques (47).

11-2-3-2. Electrophorese de zone

D'sbord appliquée surpapier, puis sur acétate de cellulose ou engels d'agarose
ou de ployacrylamide, c’est laméthode de routine enibiclogie clinique. Les Yipopro-
teines, fractions des protéines plasmatiques totales sont identifiées parrapport
gla migration deces derniéres. Ainsi, sussi bien chez I'homme que chez lechien, on
distingue sur acétate de cellulose ou sur papier (8 pH = 8,6):
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a) Les alipoprotéines

Ce sont des lipoprotéines migrant comme les aglobulings. Elles correspon-
dent aux HDL de la classification précédente,

b) Les lipoprotéines

Elles migrent comme las fglobulines et correspondent aux LDL de la classi-
fication par ultracentrifugstion de flottation.

c) Les pré Blipoprotéines

Ce sont des lipoprotéines migrant entre les « glebulines et 1es pglobulines.
Elles correspondent aux VLDL.

d) Les chylomicrons
N'étant pas chargés, les chylomicrons ne migrent pas.
11-2-3-3. Classification selon les Apolipoprotéines

Cette clessification distingue cing families désignées avec le sigle des 1i-
poprotéines suivi de 1a lettre caractéristique de 1'apolipoprotéines. On 8 ainsi
les lipoprotéines A,B,C,D,E, soit LpA, LpB, LpC, LpD, LpE.

1-2-4 Lomposition des l;}rmrmtéipas plasmatigues

Les caractéristiques généreles des différentes classes de lipoprotéines
sont agsez voigsines chez I'homme et le chien {tableaux n® 3 et 4). Leurs propor-
tions relatives dans le sérum sont données dans le tableau n°S.

11-2-4-1. Les Lipides

La composition détaillée des differents lipides dans les classes de lipo-
protéines du chien est donnée dans le tableau n® 6. On peut remarquer que les
triglycérides sont les principaux constituants des chylomicrons et des VLDL
qui renferment peu de protéines, alors que les HDL riches en protéines contien-
nent approximativement 50 p. 100 de phospholipides.

1{~2-4-2. Les Protéines

Les apolipotréines du chien ont été peu étudiées et les divers résultats pu-
bliés sont difficiles 8 confronter. Les différents auteurs s‘accordent pour
identifier une apolipoprotéine B majeure dans les LDL, et au moins deux com-
posantes immunologiquement différentes dans les HDL ; ces composés pou-
raient étre des apolipoprotéines A (A1 et A2).
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Tableau n°3 : Taille et Composition des Lipoprotéines du chien

Chylomicrons | woL | oL HDL 1 HDL2
| 20 |
Diamétre (nm) | 30470 10 & 35 6609
o 23 |
& Protéines 18 2 10 22 42 !
i
% Lipides 98 6 99 =10 77 75 586 f
Lipides dominantes TG TG CH TG P CH p
Apolipoprotéines A, B, C B,CE 8 A A .
I
|

TG = Triciycérides ; CH = Cholestérol ;P = Phopholipides
Source : MEDAILLE (4%}

Tableau n® 4 : Composition des Lipoprotéines sérigues de I'hommae

. VLDL LDL HDL 1 HDLZ2 HDL3
Chylomicrons ,
. 408 100 17 4 58 10
Diamétre (nm) 500 810 7426 S
2 Protéines i : 10 o5 50
|
: |
% Lipides | 99 50 75 50
Lipides dominantes E TG TG cH PL  PL
i
| .
) :' EAad Bl !I n' P sl g ] ’ [} Fl ) Ji’lai‘v‘
Apolipoprotéines | ABCItLH ABCLC, LILINE ALY CIDH

TG= Triglycérides, CH= Cholestérol, PL= Phospholipides Source : MEDAILLE (4%



. - . 31 , .
Tableau n® 5 : Proportions relatives des différentes Lipoprotéines plasmatiques
du chien adulte (en %)

Caractéristiques des animaux HDL VLDL LDL
* 20M+F races 63875 11825 108 15
*»35M+F races 66 & 68 3820 5418
*60M+F races 48+ 12 20+10 30+ 18
** 5 Beagles 92 8 96 182 182
M = Méle
= Femelle

* Résultals obtenus par quentification densitométrique d'électrophorégramme
** rogyltats obtenus aprés purification de cheque fraction

Source : MEDAILLE (4%
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Tableau n® 6 : Composition lipidique des différentes classes des Lipoprotéines
plasmatiques du chien {en %)
D'apres Mahley R.W., Weisgraber KH.)

1

CE CT TG PL Prot.

|

VLDL 15 59 16 10
LDL | 22 30 25 24 ;
|

HDL 1 35 2 40 23
|

=

t i

HDL2 20 | 1 36 43

CE = Cholestérol enzymatigue ; CT = Cholestérol total

TG = Triglycérides ; PL = Phospholipides ; Prot. = Protéines

Source : MEDAILLE (4%
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AU BILAN

Chez ie chien, Rogers , Donovan, Kociba cités par Medaille (47) notent que les
HDL sont nettement plus abondantes alors que 1a fraction LDL selon Guithot (3@)
est moins forte chez le chien et migre 16gérement plus vite.

Mshrey, Weisgraber cités par Medaille (4%) notent que les YLDL sont parfois
absentes chez e chien sain et necessitent une concentration préaiable
du sérum pour apperaitre & 1'electrophoréss.

La clessificationbasée surles apolipoprotéines du chienest encore prémstu-
rée enbiologle clinique vétérinaire. Les divers résultats publiés sont assez diffi-
ciles & confranter.

On s'accorde pour identifier une apolipoprotéine B majeure dans les LDL et au
moins deux composantes immunologiquement différentes dans les HDL. Ce sont les
apolipoprotéines A (A1 et A2).

/1-2-5 MNétebolisme des lipoprotéines dy chien

On ne connait que peu d'études spécifiques du métabolisme des lipoprotéines
duchienet on tend & admettre qu'il est analogue dans ses grandes lignes & celui de
I'homme.{schéma n° 3).

11-2-5-1. Métabolisme des chylomicrans

La synthese des chylomicrons réalisée aunivesudesentérocytes est stimulée
pendent les péricdes de digestion par 1'absorption massive des lipides d'origine
alimentaire. Ces chylomicrons rejoignent 1a circulation sanguine par l'intermé-
diairedes voies lymphatiques. Dans lacirculationgénérale, les chylomicronsres-
ponsables de 'opalescence plasmatique post prandiale subissent I'action de 1a-1i~
poprotéine lipase appelée "facteur clarifiant”. Cette enzyme hépato-sensibie est
liée aux capillaires de nombreux organes extra hépatiques, principalement: tissu
adipeux, muscie et myocarde. Eile libére & partirdes triglycérides des acides gras
libres directement utilisables, transformant ainsi les chylomicrons enparticules
plus petites appelées "remnants” qui sont captés et dégradés par le foie.

Une autre partie, les acides gras & chaine courte et certains monoglycérides
- passent dirsctement dans la circulation sanguine d'ol ils sont également captés
par le foie.

I1-2-5-2. Métasbolisme des VLDL

La synthése des VLDL est principalement réalisée au niveau du foie. Pendant
les périodes de jedne, elle permet 18 sécrétion des triglycérides endogenes.
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11 existe une synthése des YLDL d'origine intestinale dont 1a structure gé-
nérale est identique & celle des YLDL du foie. L"hydrolyse des triglycérides est
dépendante comme pour les chylomicrons de 1'activité des 1ipoprotéines lipase
et permet V'apport des acides gras aux tissus adipeux et musculaires.

Le catabolisme des YLDL est en général rapide ne laissant que peu d'édi-
fices circulants.

[1-2-5-3. Métabolisme des LDL

Les LDL sont des produits du catabolisme des VLDL et sont 1ibérées per le
foie dans 18 circulation sanguine. Riches en cholestérol, elles subissent une
endocytose aprés leur reconnaissance au niveau des récepteurs présents sur
toutes 1es celiules. Elles subissent alors une dégradation compléte, ne lais-
sant dons les vésicules 1ysosomales que des molécules de cholestérol; ce qui
permet V'internalisation du cholesterol et son utilisation intra cellulaire.

I1-2-5-4, Métabolisme des HDL

L'origine des HDL est double : tissulaire et plasmatique. Le foie sécréte des
HDL naissantes discoidales constituées de phospholipides, de cholestérol ,
d’'Apolipoprotéines E et en trés faible quantité d'Apolipoprotéines | {LpAl) et
LpC.

Dans I'intestion, en dehors des phases de sécrétion des chylomicrons, il
existe une synthése d'HDL sphériques.

Dans 1a circulstion, une source importante des HDL est représentée per les
fragments de a couche superficielle des chylomicrons et des YLDL se déta-
chant aprés 1'action des Lipoprotéines lipase périphériques.

EN RESUNE

Les lipoprotéines constituent dans le plasma, un systdme dynamique assu-
rant le transport des lipides depuis leurs Jieux de synthése {intestinale ou he-
patique) jusqu'a leur utilisation par les tissus. Les Apolipaprotéines jouent un
rdle primordial. Elles permettent et dirigent les échanges 1ipidiques entre li-

" poprotéines elles-mémes et vers les cellules.

Des systémes enzymatiques et des récepteurs spacifigues sont impliqués
dans le fonctionnement de ce métbolisme.

Le maintien d'un équilibre dépend du bon fonctionnement de ces paramétres
et d'apports alimentaires. '
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11-3 Relations entre pseudocholinestérases st lipoprotéines

Aprés la découverta de 1'acétyicholine et de son rble en tant que médiateur
chimique nécessaire au transfert de 'influx nerveux, puis la dégradation de
cette substance par une enzyme la cholinestérase, un autre mécanisme est
également bien connu aujourd'hui, celui de I'inhibition des cholinestérases lors
d'intoxication par les insecticides organophosphorés.

11 semble aussi une evidence que quetque fois, les pseudacholinestérases
(PCE) sont associées au métabolisme des lipides et lipoprotéines (38).

En effet des techniques d'histochimie, d'immunoélectrophorése avaient
montré que chez I'homme les low density Lipoprotein (LDL) pouvaient former
un complexe avec les pseudocholinestérases (42).

Cette hypothése est basée sur le fait que chez 'homme V'activité des pseu-
docholinestérases sugmente apres ultrasonication du sérum (20).

Une augmentation de I'activité des pseudocholinestérases a été aussi notée
lors de troubles du métabolisme des lipides chez 'homme. |1 en est ainsi chez
les obéses ou chez les personnes souffrant d'une hyperlipidémie méme quand
les sujets ont leur poids normal. Le taux de cholinestérases augmente et est en
corrélation positive avec 1a concentration en cholestérol et le logarithone de
la concentration en trigiycérides (15).

11 a aussi été noté une augmentation de 1a 1écithine cholestérol acyl trans-
férase (LCAT) lors d’hypertrigiycéridémie. La LCAT est une enzyme du micro-
some hépatigue qui régule te taux de cholestérol estérifié dans le sérum. Elle
assure le transfert d'un groupement acyl da la 1écithine & 'hydroxyle du cho-
lestérol; de cette fagon le cholestérol excédentaire regagne le foie.

Chez le lapin, I'induction d'hyperlipidémie par injection de lipopolysaccha-
rides d'£scherichie co// montre une augmentation de 1a tensur en LDL et des
PCE (41). Chez les personnes intoxiquées au parathion, i1 a été observé une
diminution du taux des LDL et des pseudocholinestérases suivie d'un retour 8 1a
_normale eprés recouvrement de leur santé.

Ces différentes expériences montrent ainsi I'existence d'inter relations
entre pseudocholinestérases et 1e métabolisme des lipides et lipoprotéines
sussi bien chez ’'nomme que chez le lapin qui ont fait I'objet d'experimenta-
tion.
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( DEUXIEME PARTIE : ETUDE EXPERIMENTALE J

Cette partie comporte deux chapitres :

- Matériels et Mathodes d'étude

- Résultats et discussion
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I-1. Matériel d'étude
I-1-1. Las snimeux

Nous avons utilisé pour nos expériences un 1ot de six chiots de race locale
tous issus de 1a méme mére. i1s vivaient aux cétés de celle-ci dans 1'enceinte
de 1'dcole vétérinaire. Leur alimentation d'abord 4 base de 1ait maternel a été
remplacée aprés sevrage par les restes de nourriture provenant du restaurant
universitaire. C'est ainsi que deux repas leur étaient servis par jour et 11s dis-
posaient de 1'eau & volonté.

Leur &ge était de sept semaines au début de notre exparimentation et leur
poids allait de 1,9 kg & 2,8 kg. Leur identification est faite par des numéros
portés par un collier. Ces différentes données sont consignées dans le tableau
n°?.

11-1-2 1 'insecticide orgonophosphoré (fénitrothion)

Le fénitrothion est 1'insecticide que nous avons utilise. C'est un thiono-
phosphate que nous avons déja decrit. Cet insecticide est utilisé en agriculture
et en horticulture comme insecticide de contact. i1 a une DL 50 rat per os de
250~500 mg/kg (62) |1 est converti partieliement en dérivé oxydé dans i'orga-
nisme. C'est un produit ULY (Ultra Low Volume) concentré & S00 g/1.

H-1-3. Le maldriel technigue el de 7sborotoire

Ce matériel rassemble le matériel de prélévements, 1e matériel de réfri-
gération et de congélation et te matériel de 1aboratoire proprement dit.

. Le matérisl ds prélavements se compose de tubes venoject sous vide de S
ml, d'aiguilles stériles 8 usage unigue et de supports de tubes.

.Le matériel de réfrigération permet la conservation des échentilions
avant 1a centrifugation.

.La congalation maintient par la suite 1es plasmas dans un parfait état de
fraicheur avant 1es dosages.

. Le matériel de 1aboratoire comprend :
1) Les appareils
. centrifugeuse

. Balance de précision
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Tableau n® 7 : ldentification des animaux utilisés

Numaéros des animaux sexe Poids (kg)
: g
3 o 2
4 Q 2,8
5 s” 2,1
6 & 2,4
2 5" 2,5




. Spectrophotométre
. Stabilisateur de tension
. Agitateur type Vortex
. Bain thermostate
. Chronometre
2) Les réactifs

Quatre types de réactifs ont été utilisés pour le dosage des cholinestérases
par 1a méthode d’'Eliman.

I1s'agit deta solutiontampon, lasclutionde 'acide dinitrobenzéne (DTNB), les
substrats et les enzymes.

. La solution tampon
Ls préparstion de cette solution s'effectue comme suit :

peser 8,83 gde NaH,, PO 4/H20 {PM 138} et dissoudre dans 800 m] d'eau déming-

ralisée. Amener 1a soiution @ pH B en ajoutant progressivement 60 mi de NaOH 1
N

Verser la solution dans un ballon jaugé de 11

Ajuster au trait de jauge svec de 1'esu déminéralisée
Transvaser dans une bouteille et conserver au refrigérateur.
. La solution de DT.N.B.

Peser 0,13gdeDTNB et Vajouter 8 1 | de tampon phosphate; conserveria solu-
tion au réfrigérateur (4°C) dans une bouteille brune (& I'abri de 1a lumiére).

. Les substrats

Nous avons utilicé deux types de substrats au cours de nos dosages de choli-
nestérases :1'iodure d'acétylthiochaline (ASchi) et I'iodure de propionylthiocho-
line {PSChi).

Pour préparer 1a sclution mére d'Aschi qui est 4 1,25 mM, nous avons pesé
0,2692 d'ASchl que nous avons mis dans 25 mi d'eau deminéralises. Cetts solution
est répartieet congelée dans 10 tubes 8 hemolyse draisonde 2,5 ml par tube. Laso-
lution de PSchi est obtenue de 1a méme meniere avec 1a seule différence qu'il faut
peser 0,303 g de P5chi. :

Tous les praduits sont purs et ont &té obtenus chez Sima chimie (La Verpilisre,
France)
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. Les Enzymes

Ils sont constitués per les différents plasmas obtenus aprés centrifugation
des prélédvements. Ces plasmas ont été immédiatement congelés. Avant-les do-

sages, ils sont décongelés, puis dilués au 1/20 4 1'aide de 18 solution tampon phos-
phate.

3) Autres motériels

n s"agit dela verrerie, des micropipettes de type pipettman de différents ca-
libres avec des embouts adpatés, de cuvettes pour spectrophotométre, des becs
pour 1a récupération des tubes.

1-2. Mbthode d’Etude

Cette étude traitera successivement de :

- Protocole de 1'administration du fénitrothion

- La technique de prélévements de sang

- Le mode de dosage de I'activité cholinestérasique et des lipoprotéines.
1-2-1.Protacele de ]’ administration du rénitrothion

Tous les six chiots ont eté intoxiqués en vue de 1a déterminationde V' actmte
cholinestérasique et des valeurs lipoprotéiques aprés intoxication.

I-2~1-1. Dose de fénitrothion

Cette dose a éte calculée enfonction du poids des chiots et de 1a DL S0 du pro-
duit. Mais n'ayant pas de DL SO chiennous nous sommes basés sur1aDL S0 souris par
la voie per cutange. Celle-ci étant de 1300 mg/kg nous avons utiliséle 1/10 dela
dose soit 130 mg/kg afin d'éviter une intoxication aigué. Ainst le chiot n® S qui
pese 2,1 kg a regu

130x2,1=273mg
Le fénitrothion étant concentré 8 500 mg/mi, nous avens utilisé 273/500
soit 0,54 m1 .

Les doses administrées enfonction dupoids des animaux sont consignées dans
le tableau n°6.

|-2-1-2. Yoie d'administration

Ls voie utilisée est 1a voie percutanée. Le produit est appliqué sur 1a ligne
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Tablesu n°® 8: Récapitulation des poids - doses et volumes injectés

N° ANIMAL Poids (kg) Qté injectée {mg) | Valume injecté
(m1)
2 19 a7 0,49 |
3 5 260 0,52 |
4 28 364 0,72
3 21 273 0,54
6 24 301 0,62
7 25 395 0,65 |
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dosale des animaux.
I-2-1-3. Protocole de prélévements de sang des Animaux Intoxiqués

.T'intoxication 8 commencé le 20 janvier 1990 et 8 pris fin 1 28 janvierde 18
méme année. Le calendrier des intoxications est résumé dans 1a figure n°1.

.Les prélevements ont débuté 1e 22 janvier 1990 soit dsux jours apres le début
d'intoxication et se sont étales jusqu'au 19.02.90. Rappelons qu'un prélévement a
étéouparavant effectuéle 19.01.90 pourdéterminer la valeur normale de 1'activi-
té cholinestérasique avent toute intoxication.

Le calendrier de 1a phase d'intoxication comme celui des prélévements sst
consigné dans la figure n®t.

1-2-2. Technigue de prélévements de sang

Les préievements étaient d'abord réalisés au nivesu de la jugulaire 8 I'aide
d'aiguilles stérites et collectés dans des tubes venoject heparinés de S mi. Ces
tubes sont préalablement identifiés &1'aide d'uncode composé dunuméro de 1'ani-
mal et de 1a date de prélevement.

Par 1a suite, les veines jugulaires étant peu perceptibles, les prélévements
ont alors été effectués auniveau des veines radiales plus accessibies rendant éga-
lement les ponctions moins traumatisantes pour les animaux.

Lespreélévements sont effectués 8 1a méme heure en début de matinée. 11s sont
aussitot centrifugés a 3000 tours pendant 10 minutes et e plasmarécupéré. Pour
chaque animal deux cupules de sérumsont congelées une pour le dosage de 'activi-
techolinestérasique, 1'autre pourle dosage des lipides et lipoprotéines. Notre me-
thode de travail s consisté dansunpremier temps & doser les cholinestérases, puis
dans un deuxieme temps au dosage des lipides et lipoprotéines.

1-2-3 MNode opératoire de dosage
1-2-3-1. Mesure de V'activité cholinesterasique

Les différentes méthodes de dosage de cholinestérases ont été exposées pré-
cédemment. Ls méthode que nous avons utilisée est celle d'Eliman.

1) Principe

i1s'agit d'une méthode de determination photométrique de I'activité cholines-
térasique. Elle repose sur le principe suivant : les cholinestérases hydrolysent
I'lodure d’acétylthiocholine (ASchi) en thicholine et en acétate ; lathiocholine 1i-
bérée réagit avec le DTNB pour former un ion dithiobenzoate et 1e thionitroben-
zoate de coloration jaune. Lavitesse d'apparition de cette coloration jaune et son
intensité est mesurée su spectrophotométre a 1a longueur d'onde de 405 nm.Elle
est en corrélation positive avec 'activite de 1'échantillon etudié.
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La réaction chimique peut s'écrire -

CH3 ACH o (o]
cHsnL ~CHy-CH,-5 -0 -C - Cﬂssh—f-a i: 2N oy ~CH,~S$ Hy-C
I H,0 3&”5 2" + CHy -~ ,
. +hochsline DI.NG. t+hiocholine Acv.’rate
CH;//N CHy— CHp-5 4 O,N QS S«q*'\mz_
CHa 1on dithionitrobenzoate thionitrobenzoate

CH N

cug\N CHy— CH,y— S—S—C{a—‘ NO, 4 5.@—- 0, ( Joune)

CHa" | @ spectrophotometre mesure cette coloration en varnatwn de densité op-
tique (D.0) pendant un temps donné.

2) Méthode

Le spectrophotometre est d'sbord branché au secteur par I'intermédietre du
stabilisateur de tension, puis le bain marie thermostaté dans lequel sont pla-~
cés des tubes de 3 ml contenant le tampon phosphate/DTHB. Ce dispositif est
nécessaire parce que le spectrophotométre que nous avons utilisé n'est pas
thermostaté.

Apres stabilisation du spectrophotometre, et réalisation de V'éguilibre
thermique dans le bain marie (37°C} ies dosages peuvent glors commencer.

Prélever d'abord 0,1 m) de plasma décongelé préslabiement et dilué au
1/20 et 'ajouter aux 3 ml de tampon DTNB. Ce mélange Enzyme-DTNB est en-
suite homogéinisé au Vortex,

Ajouter 0,1 ml de substrat et homogéinisé une seconde fois.

Le mélange ainsi constitué est transvasé dans la cuvette destinés su spec-
trophotometre. Une fois que 1a cuvetie est dans e spectrophotometre, déclen~
cher e chronometre et attendre une minute pour une premieére lecture, puis 3
minutes pour une seconde tecture On peut alors calculer la variation de densi-
té optique par minute de reaction.

' Tout au long de 1a manipulation des précautions sont prises afin d'éviter le
maximum d'erreurs.

1) L'utilisation d'un stabilisateur de tension pour aviter I'impact des va-
riations de tension du secteur sur V'intensité du faisceau lumineux, donc sur la
lecture.

2) Larealisation du 2éro de V'appareil avec de 'eau distiliée avant toute
mesure, 1e spectrophotometre étant & 1a longueur d'onde de 405 nm.

3) Les mesures doivent étre faites a une temperature de 37°C.
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4)Le méme embout est réservé auméme réactif pour éviterles inter contami-
nations entre réactifs ; ceci pour éviter de terminer rapidement notre stock.

5) Le contenu d'un tube est toujours homogénéisé au Vortex avant d'enpipeter
le contenu

6)Un substrat décongeléest utilisé dansles 48 Hcarsonactivité diminue avec
18 temps du fait de I'hydrolyse spontanée.

7) Toul échantiilon de plasma décongelé ne peut étre recongelé per la
suite.

3) Détermination de I'hydrolyse non enzymatique des substrats. En 1'absence
de toute enzyme, 1'ASchi et PSchi subissent une hydrolyse spontanée selon te
méme schéma réactionnel décrit plus heut. Cetteréaction intervient surtout supH
du milieu réactionnel qui est de 8 donc 1égérement basique. 11 est donc nécessaire
d'évaluer cette hydrolyse nonenzymatique; ceci est réalisé 4 traversla mesurede
la densité optique du blanc.

- A3 m! du mélange tampon phosphate {DTNB), ajouter 0,1 mi de substrat ; ho-
mogénéiser 1e mélange puts ajouter 0,1 m! d'eau distillée. Homogénéiser le mé-
lange final puis lire les variations de densité optique 4 1 mn puis 8 3 mn.

- Calculer 18 densiié optigue/ minute (DO/mn). Celle-ci sera soustraite de ls
D.0. du mélange comprensnt 'enzyme afin de ne prendre en compte que I'activité de
cette derniére.

4) Méthode de calcul des activités cholinesiérasiques

A- ADO. X 3,2 / 04 x 20 x Dilution de Vechantillon X0
136. 10° 10>

ADO/mn : Variation nette de densité eptigue par minute
1,36.104: Coefficient d'extinction du DTNB

3,2/0,1=32 : Taux de dilution de 'enzyme dans Ia cuvette

20 : Taux de dilutior de J'enzyme avant 1a cuvette
10° : Moles de substrat/mi

108 - pmoles de substrat/mi

A - Activité cholinestérasique (pmoles de substrat

hydrolysé/mn/ml de 'achantilion}
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[-2-3-2. Dosage des lipides et des lipoprotéines

Les paraméires auxquels nous nous sommes intéressés sont :
- cholestérol total

- triglycérides

- HDL cholestérol

- LDL cholestérol

1/ Dosage du cholestérol total

. La méthode de dosage utilisée est celle décrite dans les kits des labore-
toires bioMérieux (France).

Les esters de cholestérol sont hydrolysés par la cholestérol estarase. Le
cholestérol ainsi formeé est oxydé par 1a cholestérol oxydase en cholesténe 4
one 3 et en peroxyde d'hydrogene. Le péroxyde d'hydrogéne en présence de phé-
nol et d'amino 4 antipyrine se transforme en quinonéimine sous 1'action d'une
peroxydase. Ce produit est alors dosé par spectrophotométrie & une longueur
d'onde de 300 nm.

La réaction peut s'écrire comme suit :

cholesérol esterifié » cholestérol + acide gras
cholestérol estérase

cholestérol » cholesténe done 3 + H20

cholestérol oxydase

2H,0,, + Phéanol + amino 4 antipyrine ———» Quinonéimine + 4 H,0

peroxydase
Les Réactirs
Réactifs 1 tampon phosphate 0,1mol/l
tampon phénol 15mmol/1
cholate de sodium 3,74mmol/1

agent tensio actif

Réactif 2 amino 4 antipyrine 0,5Smmol/
enzymes : peroxydase 21000
» cholestérol oxydase 2200 i
cholestérol estérase 2125 pl



Réactif 1 + Réactif 2 (Mélange)=z=======z) solution de travail

En dehors de ces réactifs proprement dits, i1 faut disposer de:
* cholestérol enzymatique====z} solytion de calibration & (2 g/1)
* Echantillons ======) plasmas & doser

Le taux de cholestérol contenu dans 1es plasmas est alors donné par ta for-
mule suivante :

Taux de cholestérol = Densité optique Dosage X n

(@/1 Densité optique Etaion
Dosage = Echantillon & doser 10pl
Solution de travail 1 mi
Etalon = Cholestérol enzymatique 10w
Solution de travail 1 mi

2/ Dosage des triglycérides
. Principe

Les triglycérides sont hydrolysés par un systéme enzymatigue lipsse-es-
térase en acide gras libre et en glycérol.

Celui-ci en présence d'ATP est transformé en glycérol 3 phosphate par la
glycérokinase avec formation d'ADP qui en présence d'une glycérol 3 phosphate
oxydase va donner 1a dihydroxy acétone phosphate et de 1'hydroxyde d'hydro-
gene.

L'hydroxyde d'hydrogéne en présence du parachlorophéncl et de Amino 4
antipyrine va donner de la quinoneimins sous 1'action d'une peroxydase. C'est
cette quinoneimine qui sera dosée par spectrophotométre.

Les réactions peuvent s'écrire comme suit :
fipase

Trigiycérides —» glycérol+acides gras
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glycérokinase
glycérol+AT.P. » glycérol 3 phosphate+ADP
glycerol 3 phosphate oxydase
giycéro! 3 phosphate » Dihydroxy acétons phosphate
*H0p
2H202 + parachlorophéno!
+ amino4 antipyrine » quinonéimine+ 4H,0
Reactirs
Reactif 1:Etalon Glycérol 2,29mmol/1
Réactif 2 : tampon tampon tris pH 7,6 100 mmol/1
parachloraphénol 5,4 mmol /1
magnésium 4 mmol/1
Réactif 3 : Enzymes aminc 4 antipyrine 0,4 mmol/1
Lipase 2100 000 pl
glycérokinase 2200 i
glycere! 3 phosphate
Oxydase 22000 i
peroxydase 2200 i
ATP 0,8 mmol/!

Réactif 1 + réactif 2 = sclution de travail
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Echantillons : plasmas héparinés

Le taux de glycérides contenus dans les différents plasmas dosés est donné
pear la formule suivante : )

Taux de glycérides = Densité optique Dosage x n
g/1 Densité optique Etalon

Dosage = ‘Echantilion (plasma 4 doser) 10 wl

Solution de travsil imi
Etalon = Etalon (Réactif 1) 10 ul
Solution de travsil 1 mi

n= 2 (g/1) ou 2,29 (umoles/1)

longueur d'onde 505 nm

3/ Dosage des HDL cholestérol
Le principe de 1a méthode est le suivant :

Les chylomicrons et les lipoprotéines de trés feible densité (VLOL) et de
faible densité (LDL) contenus dans 1'échantillion sont précités per addition
d'acide phosphotungstique en présence d'ions magnésium.

Le surnageant obtenu sprés centrifugation contient des lipoprotéines de
haute densité (HDL) dont 1e cholestérol est dosé par le réactif cholestérol en-
Zymetique.

Réoctirs
Réactif 1 acide phosphotungstique 40 g/1
{réactif précipitant) Mg Cl, 6 H,0 100 g/1
pH 6,2
Reactifs 2 cholestérol 1,30 mmol/l

(colibration de HDL cholestérol) Iibre + estérifié 0,5 g/1
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Echantillons : plasmas & doser recueillis sur ED.T.A.
Mode opératoire

1) Réaction de précipitation : Mélanger 500 p! de sérum et S0 m1 de réactif
1 (réactif précipitant). Attendre 10 minutes puts centrifuger pendant 15 mi-
nutes d 5000 t/minute. Récupérer le surnageant.

2) Dosage du cholestérol HDL

se fait au spectrophotometre 4 1a longueur d'onde de travail de SO0 nm. Faire le
2éro de Y'appareil & I'aide du Blanc.

réactifs :
Blanc réactif : - 50 pl d'eau distillée
- 1 mi de cholestérol enzymatique
Le taux de cholestérol HDL est alors donné par la formule suivante :

Densité optique Dosage x n
Densité optigue Etalon
= 1,42 (mmol/1)
n=0,95 {g/1)

Dosage = 50 ! de surnageant (Echantillon)

| ml de cholestérol enzymatigue
Etalon = 50 i de réactif de calibration (R2)

I ml de cholestérol enzymatique
Mélanger. Incuber S minutes & 37°C avant de photométrer.
4) Dosage des LDL cholestérol

, Cetta méthode de dosage consiste & séparer des lipoprotdines de faible
densité (LDL) et & doser le cholestérol lié & ces fractions.

Nous avons vu que diverses classes de lipoprotéines se différencient par
leur densite, leur comportement électrigue et leur réactivité vis @ vis d'anti-
corps specifiques.

Une &tude entre 'uitracentrifugation et 1a technique de pracipitation
montre une bonne corralation entre 1es taux de cholestarol mesurés.
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RBactirs
- Réactifs précipitant surfactant anionique polycyclicue 0,4g/1
les LDL (R1) syrfactant anionique polycycligue condensé 0,8g/
dioxane Polysubstitue 12,4 mmol/1
tampon imidazole pH 5,10 25 mmot
_ - Réac-
tifs substituant citrate trisodiqus 0,15 mmol/1
les LDL (R2) chiorure de sedium 0,11 mmol/|
- Réactif de calibration cholestérol 1 mmol/1
des LDL cholestérgl libre+ estérifié 1 mmolA

ou 0,387 g/1

- Echantillons : Sérum ou plasma recueilli sur EDT A,
Mode opérstoire :
Mélanger 1 m! de réactif précipitant et SOu! de sérum.

Laisser 30 minutes 8 2-8°C et centrifuger 5 minutes & 4000t/mn separer
le surnageant du culot par retournement. bien égoutter et solubiliser le cuiot
dans 0,5 ml de reactif solubilisani.

Aprés ces deux opérations de précipitation (1) et de solubilisation (2). Le
dosage du cholestérol LDL est rendu possibie.

La longueur d'onde de travail est 500 nm. |
Le taux de cholestérol 11& aux LDL est alors calculé de facon sulvante :

Taux de cholestérol LDL - bensité optique Dosage x n

Densité optigue Etalon

n=3,87 (g/1)
n=10 {mmol /1)

Dosage : - 100pl de culot solubilisé

- 1 ml de cholastérol enzymetique



53

Etalon: =~ 100 pl de réactif de calibration (R3)
- 1 mi de cholestérol enzymatique

Photométrer eprés c¢ing minutes d'incubation & 37°C et aprés stabilisation
du spectrophotométre. Le 2éro de V'appareil est réalisé avec le Blanc réactif.

Blanc réactif : - 100 pl d'eau distillée

- 1 ml de cholestérol enzymatique
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ERAPITRE 1l - DEBDLTATS XT DI

l1-1. DES RESULTATS

Nous présenterons dans un premier temps les résultats du dosage de 'act{-
vitd cholinestarasique du plasma des animaux support de notre expérience et
dans un deuxiéme temps les résultats du dosage des lipides et lipoprotéines
plasmatiques de ces animaux,

H-1-1 Résultals du dosage de }'activitré cholinastérasigus

Pour chaque animal, 1es réasultats sont donnés sn tenant compte du sub-
stret utilisé (acatylthiocholine ou propionylthiocholine) et en fonction des
trois périodes du protocale d'intoxication 8 savoir :

- période pré-intoxication
- période d'intoxication
- période post-intoxication

L'ensemble des résultats obtenus sont consignés dans les tableaux 9 et 10
pour 1'acétylthiocholine et 1e propienylthiochaline respectivement. Ces ta~ -
bleaux représentent 1a moyenne des valeurs obtenues.

11-1-2 Résuliails du dosage des lipides el Jipopreiéines du plos-
ma

i1 s'agit des résultats des quatre parametres &tudiés c'est 4 dire : choles-
térol, triglycérides, HOL cholestérol, LDL cholestarol.

Ces résultats sont consignés dans les tableaux 11,12, 13,14,

J/-71-3 . Etude comparée de i'évolution des parametres lipoprotéiques et
cholinestérasiques en fonction des trois phases du protocaie d'intoxication.
Ces rasultats sont consignés dans le tableau 15.
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Tableau n° 9 : Moyenne générale des Chiots (2, 3, 4, 5,6, 7)

Activité cholinestérasique en pmale / min / ml de plasms
Substrat = Acétylthiocholine { plasma dilué au 1/120)

Pré-intox Période intoxication Post - intoxication
N Date de !
Pivmts {19.01.80 (2201401250190 2901 .90 C)Z.O?.gd 06.02.90 10.02.90 | 15.02.90 1900 0
N
N, i
IN® Chiots
2 4,28 | 1,95 | 1,59 1,63 | 3,83 37 339 |35 ; 3 70
1 o
3 46 | 321 | 1,25 0,93 | 2,33 3,71 | 425 | 451 | 5.7
4 381 | 2,48 | 1,38 1,71 | 3,35 451 | 336 | 294 | 3,08
Q H
® 1,76 | 1,11 | 0,78 0,85 | 2,41 234 | 2,83 | 2,44 | z.4z
6 2,42 | 1,57 | 1,25 0,97 | 1,67 1,92 | 296 | 235 | 29
? 425 | 194 | 1,24 1,001 | 38 411 | 338 | 3,79 | 4,88
. % |
Z X | 21,12] 12,26] 7,49 7.4 | 17,39 | 20,29 | 2047 | 19,18 | 22.79
X 352 | 2,04 | 1,24 1,19 | 2,89 338 | 336 | 319 | 379
6 1,15 | 0,73 | 0,26 057 | 0,88 1,02 | 049 | o082 | 127
€ 1,2 | 0,76 | 0,27 03 | 092 | 107 |05 |086 | 1,33
|
Composé fenitrothion Dose : 130 mg/kg/jour pendant 7 jours
N. B,
S X = Sowmme des Valeus
AN o= Meyenne
6 - Ecart type

z Erreur
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7. ———
N\ P2ede | prvintox, _
‘\ Période intoxication Post - intoxication
\ —
N CH‘O’\ 19.01.90 122.01.90 25,0190 | 20.01.90 1020230 | 05.02.90 | 10.02.99] 15.02.90 129.07 4"
2 391 275 | 1si 1,45 3,68 328 6.25 5,11 s
3 4.28 283 | 113 2,79 2,13 3.29 3.65 3,39 3.7
4 486 245 | 1.25 0.71 3.27 3.72 3.77 3.6 4,52
° 198 | 098 | 0,79 0.31 239 2.46 2,64 251 3,33
6 359 164 | 1,38 0,51 191 2,59 3.42 2,75 3,08
’ 442 | 234 | 138 1,29 427 | aas 431 4,62 6,08
i X 23.04 13,03 | 7.54 5,96 17,65 16,82 24,04 22,59 7.
X 384 | 217 | 125 0.99 | 294 | 33 4 3.76 3.5
5 1,00 072 | 027 6,30 0.94 0,74 1,22 1,01 1
¢ 1049 | 075 | 0,28 0,31 | 098 0,77 1,28 1.06 17

Tableau n® 10 : Activite cholinestérasique en umol de substrat hydrolyse/
mn/ml de plasma

Substrat = propionylthiocholine

dilution de plasma 1/20

=
o

X . Qomme des \IQ‘CUfS

>l M

Mogenne
Feart fype

Er ceur

™



pmol de substrat
hydrolysé/mn/mi
de plasma

37

Figure n® 2: Evolution de I'activité cholinestérasique dans le temps
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\ Date de

Yivmt Pré-intoxy  Période intoxication Fost - intoxication
v CH'OR 19.01.90{22.01.90{ 2501 .90 ’{29.-’::190 02 02.90| 060290 | 10.02.90 1502.90! 150259
_. ;
7 2 1 66 248 | 223 | o189 tes | 225 |25
3 2.38 2,74 2,75 2,74 1 1,92 2.91 244 | 284
4 1,83 1,81 1,79 1,83 1.86 1,81 1,83 2.22
5 317 2.97 3.17 2,14 3.94 3.86 4,44 3,14 37,57
6 25 1,77 2, i 2.6 205 1,96 2,06 2,4 L 2.8
7 2,15 2,14 | 2.17 2.6 2.7 2,16 217 | 2.1
X 1403 | 13.09 1393 | 1456 | 1366 | 1523 | 1423 | 1585
X 233 | 218 | 2 232 | 249 227 253 | 237 | 264
6 6,47 | 055 G.47 ¢35 0,76 0.78 1,01 0,43 | 06
¢ 0,49 i ¢S57 VRl 0,36 0.79 0,81 1,06 0,45 0.69

Tablesun® 11

N. B

ZX =

1]

X
9 =
J

Aomme cles Valeurs

Meyenneg

Eeart type

Crreur

Yaleur du Cholestérol total {g/1)



\??ﬁ? Pré-intox.i  Pariode intoxication Post intoxication

N cm}\ 19.0190 [ 220190 250190 | 29.01.90 | 02.0290| 06.0290 {10.02.90 [15.02.90 |19.02 9
2 1,37 1,28 0,96 1.30 1,38 1,41 1,58 ‘1 59 1.3
3 1,43 1,76 1.05 0,93 0,95 1,68 113 1,39 1.1

4 0,4 0,84 0,49 0,62 061 1,00 1,42 0,58 0.4
5 0,24 1.3 2,59 1,69 0,3 2,85 1,49 0.2 L 0,37
6 0,37 1.18 237 1,29 2,43 2,54 2,35 1.67 , 0,19
7 0,97 1,28 1.00 0,82 1,09 1.28 0,8 0,72 [ 0.43
ZX 4,78 7,64 8,46 6,95 6,8 10,76 8.77 6.15 f 408
2 0,79 1,27 1,41 1,15 1,13 1,76 1.46 1,02 ] 0.68
6 055 | 029 | 085 |03z | 073 073 | 052 |06 | o
z 0,55 0,30 0,89 0,33 1 076 0,76 0.54 0,62 ‘ 047

|

Tableau n® 12 : Valeur des trigmcérides (g/1)

N. B.
2 X :  “4omme des valeurs
X Moyenne
¢ Ecart type
E Erreur
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AN
Date de
lvmi

Periode intoxication

Post - intoxication

Pré-intox.
19.01.90 | 2201901250190 | 29.01.90 | 02.02.30 | 05.02.90 10.02.90 | 15.02.5C [ 19.02.50
N* CHIOT

2 1,71 1,43 1,33 1 2,14 1,65 1,27 2,05 1,79 1:85
3 1,8 2,05 1,76 1,71 2,02 1,97 1,89 1,96 2,2
4 1,74 1,58 1,59 1,71 1,5 1,63 1,87 1,48 1,64
S 1,2 1.81 1,69 175 1,78 185 1,78 1.52 1,70
6 1,17 1,2 1,23 1,56 1,37 1,18 1,21 1,24 0,99
7 11 1,15 1,05 119 1,4 1.51 1,18 1,22 121
é X 8,72 9,22 8,65 10,06 $,72 9,41 9,98 9,23 9,50
')Z 1,45 1,53 1,44 1,67 1,62 1,56 1,66 1,53 159
g 0,32 0.35 0,28 0,30 0,24 0,31 0,37 0,30 0,43
E. 0,33 0,36 0,29 0,31 0,25 . 0,32 0,38 0,31 0,45

N. B,

Tableau n® 13

ZX = Jomme des valeurs

X
0 -
g -

- Mogennz

Crrear

Ecart Type

: Valeur du H.D.L.Cholestérol (g/1)
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Datede| Période intoxication Post - intoxication
ivmt | Pré-intox|
[ .
190180 | 220190{250190 | 2901.90] 02.02.80] 06.02.90 10.02.90 115.02.90 [19.02.90
N* CHIOT
2 2 1,66 2,39 2,48 2,23 1,89 1,85 2,25 2.6
3 2,38 2,74 1,99 2.75 2,74 1,92 2,91 2.44 2,84
4 1,07 296 135 3.8 3.95 3.89 3.50 299 | 37
S 1,02 1,03 1.08 1,31 1,34 1,01 1,10 1,04 1.41
6 2,14 1,91 357 1,83 2.09 2,15 1,77 1,43 1.75
7 2,99 3,68 3,77 4,21 4,07 3.92 4.01 1,61 1.37
£X 11,6 1398 | 16,3 16,47 16,42 14,78 15,23 11,76 | 13.68
X 1,93 2,33 2,71 2,74 2,73 2,46 2,53 1.96 2,28
g 0,76 0.96 1,07 1,13 1,08 1,18 1,14 0,72 0.972
£ 0,79 1,00 1,12 1,18 1,13 1,23 1,19 0.75 0.96
Tableau N° 14: Valeur du L.D.L. cholestérol (g/1}
N.B.

£X: Somme des \Nalewrs

X . Meoyenne

6" : Ecart type

e Crreur
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N
\_ Datede| Période intoxicati -~ icati
" pree P81 précintox. eriode intoxication Post - intoxication
N\ : ,
. - 1
. 19.01.90 (220190 1 2501.90] 290190 | 02.02.90 | 060290 110.02.90 |15.0280 | 13.02 30
Parametre
Activite cholin.3,52£1,2 12,04£0.76 j 044027 | 1,19£0,38 | 2.89£0.92 [3,38+1,07 | 3,3620,513,1920,86 [3.7911.73
(Acétyl choling)
umeal/mn/mli x
Activité chotin. ;
-'f;:;r?p.t)hio 3,84£1,0412,17£075 |} 95,0 25 | 0.99£031 {2.94£0.56 13,3¢0.77 | 4+1,28 [3,76+1,06 4,542 ,17
choiine
umol/mn/mi
C(?wo,l'e)stérm 2,33£0,4912,18+0,57 ¢, 3.0 49 | 2,32:0.36 | 2,4940,76 |2,2720,81 | 2,53+1,06/2,3720.45 {2.6420.65
g
!
e s
iriglycerides | 0,792G,55 11,2703 |y 414085 + 1.1520,32 1 1,1340.73 11,7920,76 | 1,4640,54 1,0240.64 [0.66£0.47
{g/N ’ '
L'val-)cmlest 1,93£0.79 12,3381 poyypq 92 1 2,7981,18 12,7381,13 [2,4621,23 | 2,53+1,191,96+0,75 [2.282
‘9
Py R . l ; ., 4 T s £
FHF-L C)holest. 1,4540,33 {1,5320,36 §y 4440 20 | 1.6720,31 | 1,62£0.25,1,562032 | 1,660,385 1,532C,31 |1,5920.45
(g9/1
L

Tableau n® 15: Fluctuations de V'activité chalinestérasique‘
et des lipoprotéines plasmatiques en rapport avec
V'administration du fénitrothion chez le chien
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11-2 DISCUSSION

11-2-F Dy choix des animeux

La choix du chien comme support de notre expérience est important pour deux
raisons :

-Lapremiereraison est que lechienconstitue de toutes les espéces domesti-
ques, 'animal le plus fréquemment victime d'intoxications aigués quand bien
méme ces intoxications ne sont pas toujours dues aux pesticides objet de notre
étude.

- Lo deuxiéme raison est que V'étude expérimentale qui peut nous permettre
d'étudier lesinter relations cholinestérases-métabolisme lipoprotéigue est pra-
tiquement impossible chez 'homme.

H-2-2. De I» conduite de ] 'expérimentation

L'expérimentiation a souffert de quelques contraintes qu'il est bien de signa-
ler.

1) Nombre relativement faible d'animaux

Cetle insuffisance nous a contraints & nous passer d'un 1ot 1émoin et & consi-
dérer cheque anime) comme senpropre témein en procédant 8 un prélévement avant
intoxication. Ces prélevements pré-intoxicetion auraient py étre répétés afin
d'obtenir une meilleure valeur de reférence mais avec la crainte de voir les ani-
maux disperaitre, nous nous sommes contentés d'un seul prélévement avent ia
phase d'intoxication.

2) Age des snimaux

Les animaux étant trés jeunes, les prélévements ont été fastidieux et ceci
d'autant plus que, les veines jugulaires étaient peu perceptibles. La qualité des
prélévements n'en demeure pas pour autant compromise. Par la suite, cetie opéra-
tion est devenue plus supportable et vite reelisable, 1a ponction se faisant auni-
veau de la veine radiale aprés pose d'un garrot

11-2-3. Des résuilals
1) De 'activité cholinestérasique du plasma

Cesrésultats seront discutés avec commecritére le substrat utilisé{Acetyl-
thiocholine ou propiony!thiocholine). L'évoiution de V'activité cholinestérasique
sera alors appréciée en tenant compte de trois phases déja citées et en passant de
la moyenne des valeurs, aux variations individuelles.

a) Avec 1'acétylthiochaline comme substrat
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a-1) . Valeurs pré-intoxication

Le valeur moyenne de I'activité cholinestérasique pendant cette période (pé-
riode de référence) est 3,52 pmole/min/mi pour I'ensemble de six chiots.

Les valeurs individuelles vont de 1,76 & 4,6.

L'observation des valeurs individuelles ne montre pas une grande veriation.
Cependant 1e cas des chiots 5 et 6 montre des veleurs relativement faibles.

8-2) . Yaleurs de la période d'intoxicetion

L'examen des résultats obtenus dans cette période montre une chute de 1a va-
leur moyenne de 1'activité cholinestérasique du plasma. cette baisse est obser-
vable dés 1e ter jour qui suit I'intoxication. Cette chute est observée su niveau de
tous les animaux.

| L'observation des pourcentages(tableaux 16 et 17) montre que d'une valeur de
100p.100 {valeur de référence),1'activité revient 862,76 p.100 soit unebaisse de
37,24.p.100.

Cette baisse s'est poursuivie jusqua V'arrét de V'intoxication. Le pourcentage
d'activité est alors 4 33,8 p.100 soit une réduction de 66,2 p.100.

a-3) . Période post-intoxication

Elleest caractértsé dés e premier jour parunrecouvrement del'activité cho-
linestérasique. Ce recouvrement est certes partiel mais tout de m&dme important
car Vactivité qui était de 1,19 passe 4 2,89 soit un recouvrement de 43,3
n.100. :

Cette augmentation est allée croissante de sorte que 1 mois aprés le début de
notre expérimentationie recouvrement est total, puisque dépassant méme la taux
initial.

Au bilan,
Au regerd de ces résuitats, nous pouvons dégager 13 conclusion sulvante :

Le fénitrothion insecticide organophosphoré, administré per cutanée chez le
chien 81a dose de 130 mg/kg/ | pendant une sematne entraine une forte dépression
de Vactivitéchalinestérasique duplasma désles premiers jours de l'intoxicetion.
Cette inhibition peut atteindre 66,2 p.100 de V'activité cholinestérasique ini-
tiale.

b) Avec le propionylthiocholine comme substrat
b-1). vYaleurs prée-intoxication : (Valeurs de référence)
La moyenne des valeurs est ici de 3,84 pmaole/min/mi
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, Date de
N P | pré-intox Post - intoxiceti
\ " Période intoxication ost - Intoxication
N\
N CHIOT \ | 19.01.90 | 22.0190 §50190 20015 | 02.0290 [06.02.90 | 100230 |1502.90 [i2.02 3
2 100 4556 | 3714 | 38,08 Bo4s | 8644 | 7920 | 7359|8657
3 100 69,78 | 2717 | 2021 So65 | 8062 | 9239 | 9604 | 12436
a 100 6509 | 3622 | 4488 6792 | 11637 | 8818 | 77.16 | 803
5 100 6306 | 4431 | 5056 136,96 | 13295 | 16079 | 13663 | 1375
6 100 6487 | 51,65 | 4008 63.00 | 7935 | 12231 | 97,1 | 12024
7 100 a564 | 2947 | 2376 8941 | 967 7952 | 89.17 | 1148:
100 62,76 | 3522 | 335 g21 | 9602 | 9545 | 9062 | 1076

Tableau n® 16: Pourcentage de 'activité cholinestérasique apres
intoxication de chiens au fénitrothion par la voie per

cutanée

dose : 130 mg/kg/jour

substrat = acétylithiocholine
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™., Date de
“Pivmt .. . . . , . .
Periode intoxication Post- intoxication
PRE-INTOX
N° CRIOT '\ 193.01.90 22019C 1 250190 29.01.9Q 020290/ 06.09.30 | 10.02.90 f5.02.90§ 19.02.97
: |
2 100 7135 | 577 3708 | 941 83,8 1596 | 130 | 1468
3 100 66.12 264 | 1845 | 49.76 76,8 85.2 90.& | 88.3
. i
4 100 50.4; 25,72 4.5 67,2 76.5 77.5 75.7 | 93.00
|
5 100 49,49 35 .83 45,95 | 120 124,2 133 126 | 17t
- |
6 100 45,68 38,44 22.56 ; 53.2 72,14 95.2 774 1 104-
! :
7 100 52.94 31.22 29,18 | 966 101,35 | 975 1045 | 1375
;( 100 56.5 325 2572 | 7656 85.9 85 g 97,3 | 118
; Sl %

Tableaun® 17

: Pourcentage de 1'activité cholinestérasique

apres intoxication de chiens au fénitrothion par la

voie per cutanee

dose : 130mg/kg/jour

substrat = propionyithiocholine
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Les valeurs individuelles vont de 1,98 & 4,86.

On ne note pas non plus ici une grande variation individuelle & 1'exception
du n°3 qui a une valeur faible comparée sux sutres.

b-2) . Valeurs de ia période d'intoxication

Nous remarquons comme dans e cas de V'acétylcholine, une baisse de 1'ac-
tivité cholinestérasique moyenne mais aussi individuelle. 1a valeur moyenne
passe de 3,84 (valeur initiale) & 2,17 dés le début de V'intoxicetion soit en ob-
servant le tableau des pourcentages un passage de 100 p.100 d'activité & 56,5
p.100 soit une inhibition de 43,5 p.100. Cette inhibition se poursuit jusqu'a
I'arrét de V'intoxication. La valeur globale passe alors de 3,84 & 0,99 soit une
inhibition de 74,22 p.100.

b-3) . Valeurs post~intoxication

ENle est caractérisée par le recouvrement de 1'activité cholinestérasique.
Dés Y'arrét de V'intoxication { au 1er jour qui suit cet arrét), on note un pas-
sage de 25,76 p.100 d'activité § 76,56 p. 100, soit une récupération de 50,78
p.100. De méme cornme avec 1'acétylthiocholine, on remarque que | mois apres,
le recouvrement esti total.

Nous pouvons en conclusion dire aussi que tout comme avec V'acétylthio
choline prise comme substrat, les variations observées avec le propionylthio-
choline sant lgs mémes.

¢/ Confrontatior avec des résultats bibliographiques

La mesure de 1'activité cholinestérasique variant d'une methode & une
autre, et exprimée dans des unités diverses selon les méthodes, 1e rapproche-
ment des résultats n'est pas aussi sisé. Cependant, sur 1a base des pourcen-
tages d'inhibition des activités cholinestérasiques, les résultats que nous
avons obtenus peuvent étre comparés & ceux de Sido (62) qui a réalisé une
etude similaire mais chez des ovins.

Cet auteur note qu'avec le fénitrothion utilisé per Ja voie percutanée & la
dose de 130 mg/kg/j chez les ovins, la dépression est trés lents en début d'in-
~ toxication, V'action d'une dose &tant peu perceptible.

Cela est contraire & nos résulats obtenus chez !es chiots dans dss condi-
tions sensiblement identiques.

Cet auteur note également un recouvrment lent de 'activité cholinestére-
sique contraire également a nos résultats,

L'interprétation d’'une telle différence résiderait probablement dans 1a dif-
férence de sensibilité liée & 'espece, dans 1a différence d'dge des animaux.
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Ceux que nous avons utilisés stant trés jeunes 8 1a différence de ceux utilisés par
Sido 62).Mais i1 faut surtout noter gue chez tes ovins l'activité cholinestérasique
est rythrocytaire; ce qui explique une recouvrement pluslong de 1'activitd choli-
nestérasique une fois déprimée.

Sur 1e plan clinique cependant, les résultats concordent. Malgré 1a forte dé-
prassion cholinestérasique des premiers jours, & aucun moment nous n'svons ob-
serve des signes d'intoxications ; aucun changement dans le comportement des
animsux, alimentaire en particulier.

Les seuls faits observés sont des signes d'irritation aprés contact avec I'in-
secticide entrainant les animaux & se gratter ou @ se blottir dans un endroit
frais.

2) Des résultsts des dosages des lipides et lipoprotaines

Les résultats des dosages que nous avons effectuss ayant été présentés dans
les tableaux 11,12, 13, 14, nous allons dens un premier temps les confronter avec
ceux fournis parialittérsture et qui ont 8té réalisés dansdes conditions normales
(sans intoxication) chez le chien.

Nous allons dans un deuxiéme temps les discuter.

* Comparaison avec les résultats(g/!) obtenus par Binsfield

Parametres Binsfield Résultats personnels
Lipides totaux 10,0- 21,6 -

14,69 + 0,42 ,
Cholestérol 1,25~ 2,80 1,83~ 3,17

1,99 £+ 0,07 2,33-0,49
Triglycérides 0,26 - 3,55 0,24 - 1,43

0,86 + 0,09 0,79+ 0,55

Encomparaison des résultats obtenus parBinsfield les valeurs que nous svons
obtenus pour 1e cholestérol sont supérieures alors que celles des Triglycérides
sont dans la fourchette.
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* Comparaison avec les résultats de Siliart calculés en g/l (63)

Siliart Résultats personnels
Parametres
Lipides totaux 8,22+1,09 -
Cholestérol 1,28+0,13 2,33+0,49
Triglycérides 0,48+0,06 0,79+0,55

Nos résuitats restent supérieurs & ceux trouvés par cet suteur sutant pour
le cholestérol que pour les triglycérides.

* Comparaison avec les résuitats de Boussert et al. (9)

Parameétres
Boussert Rasultats personnels
Lipides totaux 7,25+358
112,64 -
Cholestérol 1,42 + 0,58 2,32 0,49
2,37+ 0,47
Triglycérides 06+0,18 0,79 £ 0,55
1,43 20 47

Les résultats que nous avons obtenus sont comparables & ceux de cet au-
teur aussi bien pour le cholesterol que pour les trigiycérides.

* Comparaison avec les résultats obtenus par De la Farge (14) {Valeurs
usuelles chez le chien) en mmol/}

Paramétres De 1a Farge Résultats personnels
Lipides totaux 25-7 472 -8,17
Triglycérides 05-1 0,27 - 1,63

ici nos résuitats sont 1égerement supérieurs 8 ceux obtenus par cet auteur
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* Comparaison evec les rasultsts obtenus par Grosiambert (g/1) (28)

Lipides totaux cholestérol triglycérides
males 3-6 mois n=10  7,56+0.,8 2,2610,44 0,8540,28
femelles 3-6 mois n=10 7,2610,83 2,09+0,25 0,84:0,18

Ces résultats concordent avec ceux gue nous avons obtenus.

Les différents tableaux comparés & nos résultats montrent des valeurs
identiques ou legérement différents des notres.

Dans ces comparaisons, il faudra tenir compte des procédes utilisés pour
I'extraction des lipides en question.

De ce fait nos résultats sont en conformité avec les valeurs usuelles.

3/ Comparaison des fluctuations de I'activité cholinestérasique et des
taux lipoprotéiques. Les résulats de nos dosages pré-intoxication étant
proches de ceux trouves dans la litterature, ceux obtenus en période d'intoxi-
cation et aprés intoxication sont de méme fiables. Nous pouvons alors discuter
de ces valsurs en suivant laurs fluctuations telles que résumaes dans le ta-
bleau 15. -

L'examen de ce tableau montre gue :

* Les vlauers de I'activité cholinestérasique (telles que déjé commentées
préecemment) subissent une dépression pendant 18 phase d'intoxication, puis
retrouvent leur taux initiel 8 I'arrét du protocole d'intoxication. :

* | es valeurs de cholestérol, triglycérides, HDL cholestérsl, LDL cholesté-
rol ne suivent pas les mémes fluctuations que 'activité cholinestérasique dans
le temps.

On ne peut parier de conclation positive entre les parameétres lipoprotéi-
ques st I'activité cholinestérasique. Les constituants lipoprotéiques ne subis-
~sant aucune dépression en début ou tout au long de I'intoxication. Leurs taux
fluctuent autour d’'une valeur plus ou moins constante.

Ces résultats sont alors en contradiction avec ceux obtenus par Reijo (S5}
chez le lapin ou chez 'homme mais en conformité avec ceux trouvés par Houeto
{(32) chez les applicateurs d'insecticides organophospharés.

La preuve d'inter relations entre lipides, lipoproteines d'une part et pseu-
do-cholinestérases de 1'sutre n'est pas apparut 8 travers nos résultats obtenus
chez les chiens.
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Le mesure de I'activité cholinestérasique est 1'é1ément de certitude dans le
diagnostic des intoxications par les insecticides organophosphorés.

A VEcoleinter-Etats des Sciences et Médecine Vétérinaires de Dekar, de nom-
breux travoux ont été réslisés dans 1e département de Pharmacie-Toxicologie en
vue de la détermination des activités cholinestérasiques chez différentes es-
péces. En effet, en raison d'une analogie structurale avec 1'acétylcholine média-
teur chimique du systeme nerveux para-sympathique, les insecticides organo-
phosphorés viennent se lier aux cholinestérases, enzymes chargés de 1a dégrada-
tion de ce substrat, inhibant ainsi V'activité cholinestérasique; d'ol 1'utilisation
de 186 mesure de cetteactivité cholinestérasique pour le diagnostic de ces intoxi-
cations.

Mais 11 semble aussi que ces cholinesterases interviennent dans d'sutres pro-
cessus physiologiques par exemple dans e métabolisme des lipides et des 11popro-
téines.

* SelonKUTTY et al. (38), 1es pseudocholinestérases s‘associeraient quelque-
fois aux lipides et lipoprotéines pour former un complexe.

* Selon CHU et al. {12), I'activité des pseudocholinestérases augmenterait
proportionnellement & celle des triglycérides et du cholestérol.

*| es travaux deReijo(55) ont montrélachute concomittante de I'activité des
cholinestérases et des taux de cholestéro! et deLDL chez des 1apins intoxiqués au
dichlorvos. [1s ont aussi noté une remontée de ces paramatres dés 1'arrét du proto-
cole d'intoxication.

Nous avons voulu dans le cadre de ce travail, nous consacrer 8)'étudede ces in-
ter relations et spporter ainsi notre contn’bution._ Nous avons donc éte con-
duits:

- dens un premier temps :

8 administrer du fénitrothion 4 a dose de 130 mg/kg/ jour durant une semaine
parlavoiepercutanée et d apprécier parstiélement les differents parametres pen-
dent et aprés 1'intoxication.

Les resultats abtenus sont les suivants :
- dens les conditions normales :
* Activité cholinestérasique

Acétylthiochotine : 3,52 1,2 (ymoles de substret
hydrolysé/mn/ml de plasme)

Propionylthiocholine : 3,84+1,04 (umoles de substrat
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hydrolysé/mn/m de plasma)

* Taux lipoprotéique

cholesterol 2,33+0,4 {g/1)
triglycérides 0,79 ¢ 0,55 (g/1)
HDL chotestérol 1,45 £ 0,33 (g/1)
LDL cholestero! 1,93 + 0,79 (g/1)

- pendant Yintoxication

Nous avons noté une dépression de V'activité cholinestérasique avec les deux
substrats; dépression de V'ordre de 75 p.100 avant V'arrét de I'intoxication et des
fluctuations pour les parametres de 1a lipémie.

- aprés l'intoxication
Nous avons noté une remontée rapide de 1'activité cholinestérasique.

Quant aux taux de cholestérol, triglycérides, HDL cholestérol, et LDL cholesté-
rol, ils sont restés sans modification importante en relation avec V'intoxica-
tion.

Lesrésultats obtenus danslesconditions normales c'est a dire avant adminis-
tration du fénitrothion sont de fagon générale conformes aux valeurs usuelles.

Etélalumieredesrésultats obtenus aprésintoxication, nous pouvons dire que
I'administration du fénitrothion par la voie per cutanée & la dose de 130
mg/kg/ jour pendant une semaine a fortement deprimeé 'activité cholinesterasi-
gue jusqu & un seuil de 25 p.100 avant d’'accuser par 18 suite une remontée qui est
allée croissante.

L'effet du fénitrothion sur les taux lipeprotéiques n'est pas evident. Nous
svons observé des fluctuations qui ne semblent pas étre enrapport avec V'intoxica-
-tion. Ceci confirme les résullats récents obtenus dans e méme laboratoire avec
des applicateurs d'insecticides organophosphorés. Nous avens noté que |'activité
cholinestérasique et les taux des fractions lipoprotéiques étudiées n‘ont pas suivi
une variation paraliéle.

Aussi notre souhait est de voir ces expériences se poursuivre sur de nom-
breuses espéces afin de préciser les variations déjé signalées chez le lapin.
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