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1

De nombreux trayaux consacrés 61'intoxicatlon par les insecticides organo­
phosphorés 8usst bien chez l'homme que chez les enimeux montrent que parmi les
méthodes de diagnostic de ces intoxicetions, les méthodes de laboratoire restent
les plus fiebles en particul1erles méthodes indirectes compte tenu de 1'1nstebl11té
de ces substonces dans l'orgenisme comme dans le milieu extérieur.

La technique utilisée est la mesure de l'ecUvité chollnesténssique qui subit
une dépression dès les premières heures qui suivent l'lntoxlcatlon.

Chez l'homme des techniques d'histochlmie, d'immunoélectrophorèse et
d'autres doseges effectués sur les sérums ont montré que les chol1nestérases sé­
riques pouvcient former des complexes avec les lipides et les lipoprotéines (42).
Ainsi des trayaux réal1sés sur des lapins intoxiqués au Dichlorvosl un1nsecttcide
organophosphoré ont montré que parallèlement 61a diminution de l'actiyité choll­
nestérostQue l certains constituants 11 poprotéiques tels le cholestérol et lesl1po­
protéines 6denstté faible (LOt) subissent les mêmes vanetlons (12).

L'objet de ce trcval1 est d'étudier après intoxication expérimentale du chien
par le fénttrothion, les lnter- relations énumérées ci-dessus afin de pouvotrdis­
poser d'eutres éléments biologiques en plus en cas d'intoxication.

Ce travail est dl visé en deux part1es :

La première partieest une étude bibliographique surIes insecticides orgeno-
phosPhorés, les lipides et les lipoprotéines .

La deuxième parUe est consacrée 8 nos propres observations concernant la
mesure de l'activité chollnestérasiQue et le dosage des lipides et l1poprotéinés du
plDsma.



2

PREnlERE PARTIE ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 1

Cette parUe comporte deux chapttres

- Le premier tratte des généralités sur les tnsectlcides orgeno­
phosphorés /1

- LI dluxlème brosse Ils données sur les ltpides, 18S IIpopro­
tétnls et les 1nter-releUons entre ces constituants et 18S choit
nestérases
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1-1. Oêf1nlUon

Les 1nsecticides organophosphorés sont des composés organiques de syn­
thèse.

Ils dérivent de l'ac1de orthophosphonQue et ont une structure al1phaUQue", cy­
clique ou Hétérocyclique. Ils sont doués de propriétés anticholinestéresiques,
base de leur activité mais aussf de leur toxfcité.

Ilsprésentent un tntérêt agrt cole et médical en raison de leur ltposolubi 11té et
de leurfeible stabtHté dans lemt11euextérteurd'où leurutt11satton massive géné­
ratrice d'intoxications surtout chez les bovins.

1-2 Structure et classification

Le structure générale des insecticides organophosphoris est représentée
comme sutt:

X'R'

)( =p/ OR

~OR

)( et X' sont des atomes d'oxygène ou de soufre

Ret R' sont des red1ceux alIphat1Ques ou aromatiques

Cette structure constitue ectuellement le principal critère de leurcla8s.1ff­
ceUon en trois groupes:

/-2-/ ..L',p/lnJJ/l6tn )( =0 X' =0

Exemples

.DfchlorYos ou DDVP (ND '1apono, Atgen:1)

R:: CH:3 R' =~H =CCk~,

Oêtt.è itfüètuni' lill bb~1iii té H8fn ~htmfCiÛë d~ Dtffiit~Yl dtchlonwtnu1Phos­
Phate

'P---0- c..H ==- cclz.
0= ~ O-CH3

O-CH3

,..,.
'.\•
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"Mêv1nphos

R: CH3 ;

Ce qu1 donne 1f2 structure su1vf2nte:

O-C:CH-C-OCH3

/ \HJ
O=P~ O-CH3

OCH3

0,0 dlméthy1 - 0- (1 Cerbométhoxy 1Propen 2 yU phosphete

commerc1811sé sous le nom de PHOSDRIN

1-2-2. LI16 ThlolltlphDSphl1tl16 )(=5 )("=0

C"est le groupe le plus important des orgenophorés

OR'

5=P/ OR

~OR

Exemple: Perethlon avec R=CH2 - CHS
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ce Qui donne la forrnul e suivante:

<Dtméthyl peronltrophényl thionophosphete)

C'est l'un des plus toxiques permi les insect1c1des organophorés.

CH3

. Fénitrothion R= CH3 R'~N02
~CH3

O~N02

S=P/O-CH3

~O-CH3
Méthyl 3 nitro 4 phényl phosphoroth1onete de d1méthyl>

/-2-:1. Les ThllJlJDthlfJ/IhosplHltes X=5 X' =S

Exemple : Melethion R= CH3 R' =-CH-COOC2HS
1

ce Qui donne le formule suivante : CH2-COOC2HS



R3

o=p~ R2

------- Rl

6

C'est le composé le moins toxique d'où son util1sat1on dans les locaux agri-
coles contre les ectoparasItes du bétail.

1-2-4. Ln /lhO$p/J/III618$

Ic111 existe une fonction phosphate - carbone.

Leur formule générale s'écnt comme suit :

jCl

Cti--C-cl

Exemple: O=P~-------bH \1

"'"~OCH3
OCH3

(Trichlorfon)

Tnchloro 21212 hydroxy 1 éthyl phosphonate de d1méthyl.

1-2-5. LesJ1/Il1sphtmlll1it/es

leur formule est la suivante:

/R3
O=P~N-R4

~OR2
OR t

Exemple: le crufomate (RUELENE ND)

Insecticide endothérap1que, très peu tox1que,act1f contre les peras1tes du bé­
tafl.

1-3. Les propiétés physico-chimiques

I-J-I. Lt1tJ prOpriSl86 J1/JgSif/ll86

les insecticides organophosphorés peuvent se présenter

- sous forme de soUdes cristallisés, blancs, ou sous forme de l1qutdes vis­
queux incolores Olt ombrés. les dér1Yés soufrés présentent une odeur 81liacée.

leursolubl1aé dans l'eau est très fa1ble.lls sont par contre très solubles dans
18 plUP8rt des solvants organiques et dans les lipides (ce Qui explique leur
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pénétretton percutfméa).

Leur Yolatilité est relativement élevée et permet une pénétratton resp1r8­
taire responseble d'assez nombreuses intoxicot1ons.

I-J-2. Les propriétos chimiques

Une des principales propriétés chimiques des insecticides orgenophospho­
rés est le ré8ction d'hydrolyse.

C'est cette réaction qui explique leur foible stabilité dans le milieu exté­
rieur.

La vitesse de cette réaction est fonction de 10 molécule mais aussi des
conditions de réoction tels Que le pH, 10 température, 18 noture du solv8nt.

Ainsi les dérivés oxygénés sont plus focilement hydrolysés que les dérivés
soufrés. L'eugmentation de pH ou de température oceroissent la vitesse de ré­
cction.

Comme autres propriétés, nous pouvons citer les propriétés alky18ntes et
d'isomérisation.

Autre propriété non moins importante est 18 ré8ction d'O)<ydation Qui per­
met in vivo de transformer certains dérivés soufrés en dérivés oxygénés plus
ectifs. Le partlthion est tronsformé en Peraxon eprès oxydetion.

1-4. les propriétés anUporcsitalres des organophosphorès
reposent sur :

- leur l1posolubiHté Qui leur permet de pénétrer facl1ement il travers la
cuticule ou la muqueuse dig6stlve des insectes, de même QU' â travers le peou
ou le muqueuse digestive des enimeux supérieurs. Après pénétration, 115 sont
ainsi transportés jusqu'oux centres nerveux.

- leurs propriétés antichol1nestérasiQues (responsables de le mort des P8-
n~s1tes mois aussi des intoxications observées).

Les domaines d'utilisetlon peuvent se réportir en trots groupes.

1-4.. 1 UslI!Jes IIgriCI1/es

Les insecticides orgonophosphorés sont très utfllsés en vue de 10 protec­
tion des semences et destraHements des cultures ( légumes, fruits, céréoles.. .>
contre les insectes et les acariens.

1-4. 2 USl1gcs BlInltll/reG

Il s'eg1t de le désinsectisation des loceux d'hebitotion et d'élevage. Ils sont
alors utilisés sous diverses formes:
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- pulvérisation

- poudre pour épandage

- plaquettes 0 libération progressive

1-4. J USIl§l16 thirl/PlNlt;1/1165'

Il s'agit iCl de la lutte contre les ectoparasftes, du traitement des différentes
myases et de la lutte contre les helminthoses.

1-5. Intoxlcation chez les animaux

1-5. 1 L/1 toxictlcinétif/llil

le devenir des insecticides organophosphorés dans l'organisme découle de
deux propriétés essentielles: la l1posolubilitê et la faible stabiltté chimique. la
llposolubll1té conditionne le passage è travers les membranes biologiques; elle
règle l'absorption et la dfstribution des ces composés.

1-5-1- 1. Absorption

Les insecticides organophosphorés pénètrent aisément l'organisme partoutes
les voies d'absorption: digestive, pulmonaire ou cutanée, l'absorptton pulmonaire
est possible chez l'homme dans le cas des insecticides volatiles. Chez les animaux,
nous pouvons limiter le problème 6deux voies princ'ipales: la voie digestive et la
voie cutanée.

1-5-1-2. Transport et di stri bution

lorsque les insecticides organophosphorés sont absorbés, ils sont véhiculés
parle sang jusQu'aux divers organes où ils vont se locellser. Cette localtset1on est
fonction de le teneur des organes en lipides. On les retrouve einsi dens:

- 1es tissus nerveux où ils exercent 1eur ect fvi té toxi Que

- les tissus adipeux avec un certain temps de latence

- le fole où ils subissent des biotransform6tions très intenses en général.

Un taux très faible est retrouvé dans les muscles. Après s'être fixés, les in-
. secticldes organophosphorés vont subir des réactions de biotransformetion.

1-5-1-3. les réactions de biotnmsformation

Ce sont les réactions d'oxydation, d'hydrolyse, et de conjugaison.

1-5-1-3-1. Réactions d'oxydation

Ces ré8ctlons s'effectuent surtout dans le 10ie grôce aux systèmes enzy
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met1Ques mlcrosomaux. De nombreuses réact1ons oxydatives peuvent entreren jeu
comme les réactions de désalkylat1on, les réactions d'hydroxylation ou les réac­
tlons de désulfuret10n oxydetive. Ce sont ces réactions de désulfuration oxydetive
qui transforment les insecticides organophosphorés soufrés en dérivés oxydés qui
repré.sentent la forme actlve mais toxique aussi.

Le parathi on est oxydé en paraxon Qui possède une acti vi té anti-cholinestéra­
s1que mllle fois supérieure du fait de l'augmentation du caractère électrophlle de
l'atome de phosphore,

1-5-1-3-2. Réactions d'hydrolyse

Ces réactions donnent naissance 8 des métabolites beeucoup moins toxiques
Que les composés de départ. Ce sont des réactions de détoxication yra1e. Elles s'ef­
fectuent grêce 8 des estérases de différents types ou grâce è des amidases.

1-5-1-3-3. Réections de conjugaison

Ce sont des réactions de glucurono et sulfo conjugaisons... Ellescondulsent en
général è une inactivation ou è une élimination des dériYés conjugués.

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

l'élimlnetion des insecticides orgenophosphorés de l'orgonlsme se falt es­
sentiellement sous forme dégredée gr6ce aux réactions de blotransformation.
Cette éllmlnetion se fait surtout par voie urinaire et beeucoup moins par y01e b1­
liaire. Elle est en général très rapide. Ouerante huit heures après administration,
plus de 90 p.l00 de la dose absorbée est éllminée (35).

AU BILAN

le métabolisme des insecticides orgonophosphorés est replde et intense.Ce
sont paroppas;t ion aux i nsectici des organochlorés (Lindane, DOT,HCH) des compo­
sés non cumulatifs facilement dégradés et éliminés, Ceci explique:

- la durée d'action relativement brève

- la relative brièveté d'évolution des intoxications

- le fa1ble toxicité è long terme

- le taux, en général faible des résidus retrouvés dans l'alimentation

1-5-2. Etude loxici1/Q/lique des insecticides OT/lIIIIOphtlsp/HJrb

1-5-2-1. Circonstances d'intoxication
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Les 1ntox1cat1ons par1es organophosphorés peuvent s'observer chez toutes 1es
espèces animales. Elles frappent surtout les ruminants et plus portlcullèrement
les bovins (35). Ces intoxications sont soft d'origine accidentelle, soit CDnsécu­
Uve âun traitement anti-parflsltaire. Elles peuvent dans certains ces être mal­
Yeill~ntes.

1-5-2-1-1. Intoxicatlon d'origine accidentelle

D1yerses circonstances sont possibles dont l'ingestfon directe de produltsou
de préparations i nsecti ci des.

Dans le casdu chien, elles sont dues au fait Que celui-ci commensal de l'homme
est exposé comme son maître aux dengers d'un environnement chfmiQue menaçant
(44).

1-5-2-1-2. Intoxication d'origine thérapeutique

Ces intoxications surviennent surtout dons le cos de traitements anttparasi­
taires externes ou internes. A l'heure actuelle, en Europe où la chose est bien étu­
d1ée, la grande majorité des intoxications per les organophosphorés provient de
traitements des animaux par la méthode "pour on",

Chez le chien, les colliers insecticides âbase d'organophosphorés peuvent oc­
casionner des accidents.

1-5-2-1-3, Intoxicetions malveillantes

Surtout fréquentes chez le chien, qui paye de se vie Quelques nuisences dont 11
est responsable (bruits, prédation, fugue) ou des animosltés auxquelles 11 est to­
talement étranger (44).

1-5-2-2. ToxicHé et facteurs de yariatton de la toxiclté des fnsectf cfdess or­
ganophosphorés

Le toxicité des insecticides organophosphorés est extrêmement variable. On
peut distinguer en fonction de le dose létale 50 (01.50> rat par voie per os :

*Insecticides hautement toxiques

Ce sont les insecticides dont la DL 50 rat est inférieure â 50 mg/kg

Exemple: le P6rathion ; le Dichlorvos

*Les insecticides moyennement toxiques

Ils ont une DL 50 comprise entre 50 et 500 mg/kg

Exemple: le Fenthion, le Dimétho6te
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*Les insecticides feiblement toxiques

Ils ont une DL 50 ret supérieure 6 500 mg/kg

Exemple le Melathion

Le sensibilité des en'imeux oux insecticides orgenophosphorés dépend des fec­
teurs comme :

- fecteurs tenemt 6 l'enimol

· L'espèce enimole

· La rece

· Le sexe

· L'6ge

- fecteurs tenent 6 l'environnement

Il s'egit des focteurs comme:

· Le tempéreture

· La vitesse de l'efr

1-5-2-3. Etude clinique des intoxicetlons parles lnsecticidesorgenophospho­
rés

Nous étudierons d'ebord le mécenisme d'ectton des insecticides orgenophos­
phorésl ensuite les symptômes des intoxicetions.

1-5-2-3-1. Le mécenisme d'ection des insecticides orgenophosphorés

Le mécanisme d'action ft été étudié par de nombreux auteurs tels Bellon, Ri­
gole, et O'Brien cités par Sida (62). Ces différents euteurs ont montré Que si cette
phermecodynomie reste peu comprise chez les lnsectes1 elle est percontre suffi­
semment connue chez les vertébrés. Il est en effet admis Que chez les Vertébrés du
fe1t d'une analogie structurale ovec 1'8cétylcholine, les insecticides orgenophos­
phorés inhibent les cholinestér8ses en se f1x8nt fortement sur elles. Une f01s ces
cholinestéreses inhibéesl elles perdent leur pouvoir de destruction de l'acétyl­
choline entraînent leur accumulation; celle-ci étant le médieteur chimique né­
cessatra eu transfert de l'infl ux nerveux 6di fférents ni veeux et médiateur du sys­
tème perasympethiQue, son eccumuloti on entraîne une hyperocti vi té yogotoniQu81

une hyperstimulaUon des récepteurs de l'influx nerveux et les symptômes obser­
vés lors de l'1ntoxicetlon aigue per ces orgenophosphorés.
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Avant d'oborder l'étude du méconisme d'action des 'insecticides orgonophos­
phorés, il nous perol t nécessol re de donner un aperçu sur 1es 8cteurs de 11 trons­
misston nerveuse cho11nerglQue.

AI Rappels physiologiques sur les octeurs de la trl!lnsmlss10n nerveuse

chalinerglQue

t1 L'océtylchol1ne

L'ocètylchol1ne (ACH) est le médt8teur ch1mique Qui ossure le tronsfert de
l'tnflux nerveux ou n1yeau du système porosympothlQue.

Elle est locol1sée dans les fibres nerveuses chollnergfQues oyant d'être libé­
rée ounlyeou de 10 synapse eu moment de la tronsmlss10n. elle peut être dosée dons
les tissus contenont les termlna1sons choltnerg1QueS et auss1 dans les fibres ner­
yeuses elles-mêmes.

Dens 10 cellule nerveuse l'8cétylcho11ne se trouve contenue dtms des Yéslcules
dttes vésicules synoptiques de 469 l, elles mêmes contenues dons des vésicules
plus grondes de 0,02 8 0,08 micron Qul sont des synoptosomes de Whlttaker.

La synthèse se fatt par un processus enzymet1Que e.moérobte Qui esténfte le
chol1ne avec l'1nterventlon de le cho11ne ecyl transférase ou chol1ne acétylase.
C'est cette dernière Qui assure le transfert du radical océtyl de la coenzyme Asur
le chollne. Le réectlon peut s'écrire comme suit

Cho11ne 8cétyl

Chol1ne + Acétyl COA ------.. Acétyl choHne + COA

transférose

L'enzyme se trouve en grandeportle dans les synaptosomes Qui les libère oprès
rupture (34).

21 Les choltne estérases

Les choline estérases sont des enzymes Qui hydrolysent les esters de la cha-
o 11ne. Ces estéroses d1ffèrent en fonct10n de 10 dlstnbutton et de la spéC1ftté du

substrat.

Alnsl on distingue:

2- 1.- Les cho11nestérases vraies ou Acétylchollnestérases
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Elles ont un effinHê plus merQuée pour l'ecétylchollne Que pour les eutres
esters de le choltne. Ce sont des enzymes très spéciflQues Qui ne réel1sent Que
l'hydrolyse de l'ecétyl chol1ne. Elles sont locelisées eu n1yseu des term1nelsons
nsrv$uses chol1nergiQues, des fonctions neuro muscule1res. des hémet1es. dens
1es 91 endes è sécrêt1on externe.

2-2. Les pseudochol1nestéreses ou choline estéreses non spéctflQues

Ce sont des enzymes peu spéclftQues. Elles hydrolysent non seulement
l'ecétylchol1ne mets eussl d'eutres esters de le choltne. On les retrouve dens le
système nerveux centrel, dens le plesme, le fote, le pancrées.

Les études sur les 1nhibiteurs de l'acétylcholinestérese ont permis une re­
présentet10n de l'aspect des centres act1fs de l'enzyme.

Le pert1e ectiY8 de l'ecétyJchol1nestérese comprend deux s1tes :

- un sUe enloniQue chargé néget1vement. Il fecl1ite l'ectiYlté de l'enzyme
en ettirent, lient et orientent l'ion ammonium (ton N+ de l'ecétyl choline).

- un site cet1on1Que ou estéres1Que où les esters sont hydrolysés. Ce s1te
d'eprès Feethersone cHé per S1do (62) contient deux groupes essentiels: une
fonction ec1de et un groupe bes1que.

B/ Mécantsme d'hydrolyse de l'ACH par l'ecétylcholinestérese

Quene Que soit leur loccl1seton et leur spéc1t1té, les chol1nestéreses pro­
voquent le rupture de le l1e1son ester de 1'8cétylcholfne selon Je réect10n génè­
rele de le figure ci-dessous.

Ctf3
\ + CHE

CH3 -/N- CHz.-CHz-O-C-C~3 ...
" H 0C" 0 2-3

o
Il (±)

CH3- y +CH3- N-C."Z-C'"'2oH

OH

Sur le plan moléculaire, les événements Qui se déroulent au ntveeu de l'en­
. zyme se font sujytmt le schéma ct-dessous:

e) f1xetton de l'ecétylcholine, formeUon du complexe enzyme - substret.
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b) Sctsston du comple><e ES: libération de 10 choline et ecétylotionde 18 choltnes­
térese

-----.11 ~ 1 1~ ~I..---'.~
. CH37~- C,",,2. CH, 0 - C - cfè
C.H~ tH3 tH3

1$ l l 1~7 o~'----
---C--'J4?t-N CHz. CHl OH· ·t-o

/\ 1
CH3 CH

3
CH3

c) En présence d'eeu, regénérat10n de l'enzyme acétylée et libération de l'acide
océtiQue

k3

E- DAC + H2D --+ E- OH + ACH

__1~ p1 • ~(.I/-O~I.----
HO-c~ + C H3 _ c~o

'Cff .....ou
Les trois étapes de"hydrolyse de l'acétyl chol1ne se déroulent très repide-

. ment ( 10-6 secondes). Les constantes de Yi tesse k" k2,k3 sont éleYées ; l'enzyme
est donc régénérée très rapidement.

Cl Mécanisme d'oction des Insecticides organophosphorés

Inhibition de le chollnestérese par les organophosphorés. Les organophospho­
rés présentent une. forte affinité pour le site estérasiQue du fait d'une analogie
structurale ovec l'ecétylchollne au niveau de la lialson ester.
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e) formation du complexe Enzyme-organophosphorê

je l I~(_),-
--- Ra 1

R'O.)?=O
P:o t~ -s

b) Phosphorylat1on de l'enzyme. Hydrolyse de l'orgenophosphorê

k2

E- OH OP--." E-OP + R- OH

j'!!/ 01-
----. 1

RO-----':

X'
R'O - R..o

~ ..........~ /
P"O R"O e oR' + ~o..,

la l1e1son 0 - Pcovalente est beaucoup plus forte Que la l1a1son (-0 de chol1­
nestérase acétylée du fait du caractère.électrophlle du Ppar rapport au C. La regé­
néntt10n de l'enzyme phosphorylée en présence d'eeu est donc très difficne (k3 est
très faible); d'où une inhibition Quasi irréversible des cholinestérases par les,or­
Qanophosphorés et une accumulation d'acétylcholine non dégradée Qui va entraîner
les troubles caractéristiques.

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

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

1/ Intoxication 6 court terme (aigues ou sur eiguês survenant rapidement
après rexposltion, ce sont les plus fréquentes.

2/ Intoxication 6 long terme, effets dus è 10 "toxicité retardée" des Insecti­
cides organophosphorés, beaucoup plus rares.

1-5-2-3-2. 11 Symptômes de l'tntoxicotfon 0 court terme

Ces symptômes sont théoriquement identiques chez les d1fférentes espèces.
On distingue trois types de manifestations Qui peuvent s'imbriquer les unes dans
les autres.
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151- Syndrôme muscerin1Que

Ce syndrôme est composé de troubles de type peresympethomimétique. ce sont
les plus précoces. Ils correspondent 6une stimulation exagérée du système para­
sympathique.

. bl - Syndrôme ni cotini Que

Ces signes sont en principe les plus tardifs meis peuvent se superposer aux
signes muscariniques. Il s'agit de troubles neuromusculeires dus 61'hyperstimu­
1eUon des récepteurs nicoHniQues de le plaque motrice.

c/- Troubles du système nerveux central

Ces troubles entraînent une dépression plus ou moins intense des ~m1maux

avec prostration et come.

L'évolution de cette intoxication 6court terme est souvent de 48 heures. Elle
est mortelle par suite d'une insuffisance respiratoire ciguê due à une paralysie des
muscles respiratoires.

1-5-2-3-2. 2/ Symptômes de l'intoxication 6 long terme

Ils sont reres. ce sont surtout:

- le neurotoxicité retardée

-les réactions allergiques

- les effets d'embryotoxicité

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

Le diagnostic de l'lntoxication par les insecticides organophosphorés peut se
faire selon la démarche clessiQue d'un:

- diagnost1c clinique

- diagnostic épidémiologiQue

- diagnostic nécropsique

- diagnostic de laboratoire

Cependant les diagnostics épidémiologiQu8, clinique et nécropsiQue trouvent
leurs limites Quand il s'cgit des cas isolés. ils ne peuvent donc pas être d'un grand
intérêt. Aussi nous 1es pesserons sous silence, pour nous l'pesantir sur1e di agn05­
Uc de Leboratoire.·

C'est leseul Qui permet d'éteblirovec certitude une intoxicotionparlesorga­
nophosphorés. Diverses méthodes de laboratoire peuvent être utilisées.
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Néenmo1ns du f01t de leur gronde instabl1ité, ces composés sont vite éliminés
après leur pénétration dons l'organisme. Cette rapidité de dégradation et cette 1n­
stabll1té demeurent les limites des recherches directes des résidus dans l'orga­
n1sme. Dans lamojorlté des cas, le diagnostic expérimental est doncde ty'petnd1­
ract. On recherche les effets dûs au passage de l'organophosphoré dans l'orga­
nisme. Les méthodes d'onalyse consistent à apprécier le degré d'inhibition des
chollnestérases de l'animal suspect en mesurant l'tlctlvité cholinestérasiQue soit
de l'encéphale soit. du sang.

Pour le seng, le dosage se foft selon les espèces solt au nlveeu des érythro­
cytes, salt eu niveau du plasme ou bien des deux. Cette mesure repose sur la réac­
tion d'hydrolyse de l'acétylchol1ne.

cha11nestérase

Acétylcholine + H20 II- choline + acide acétique

En évaluant la vitesse d'hydrolyse d'une quant1té d'acétylcholine et en la com­
parant à un témoin, on mesure l'ectiYité cholinestérosique de l'individu suspect.
Plusieurs méthodes ont été mises au point 6cet effet. L'év81uetlon peut se faire
soit par 16 détermination de l'ACH résiduel ou bien par 10 détermination de l'acide
acétique libéré. Les méthodes dens ce dernier cas sont distinguées en méthodes
titrimétriQuesl électrométriQues, gazométriQues et calorimétriques.

AI Méthodes titrtmétriques

Elles consistent il t1trer l'oc1de acétique l1béré au cours de l'hydrolysaI au
moyen d'une bose standard en utilisant un indicateur calorél interne ou externe.

BI Méthodes g8zométriques

Elles sont basées sur 16 mesure du g6z carbonique formé en milieu temponné
parection de l'flcide acétique Hbéré surle liQuide de Ringer bic6rboneté en atmos­
phère d'azote 6 5 p. 100 de C02. La mesure se fait 6vec l'appareil da

Warburg.

Cl Les méthodes électrométrlQues

Elles cons1stent è mesurer l'abaissement de pH en miHeu t8mponn~, provoqué
. parle libéreti on d'acide acétique. C'est l'exemple de le méthode de MICHEL avec ses

nombreuses vanantes.

DI Les méthodes calorimétriques

Elles comprennent tro1s groupes

1/- méthode de dosage Calorimétrique de l'ACH

C'est l'exemple de 10 méthode de Vincent et Seconzac (69).
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Elle repose surl8 mesure 8U bout d'un temps donné de 18 qU8nt1té d'ACH hydrolysée
par formation d'un complexe ferrique hydroxamiQue coloré en pourpre. Cette mé­
thode conn8it de nombreuses v8rientes.

2/- méthode de dosage calorimétrique per mise en évidence de l'aba1ssement
dupH par des indicateurs colorés l par exemple le Bleu de méthylène qui vire au bleu
vert ou jaune brun 8vec la chute de pH.

3/- méthode de dosage photométrique de le couleur jaune produl te per1aréac­
tion de le th10choline ovec un chromogène qui est le dahiodinitrobenzoate. C'est la
méthode d'Ellman. Elle est la plus courante actuellement.

Toutes ces méthodes sont utilisées dans le diagnostic des intoxications de
l'homme et des animaux par les anticholinestérases.

1-5-2-3-4.Traitement des 1ntox1c8tions par les insecticides organophospho­
rés

le trai tement de l'intoxicat1on por1es insecticides orgenophosphorés découl e
de leur mécanisme d'ection. Il doit être rapide dans le cas des intoxications 8i­
guës.

AI Traitement spécifique

Il vise deux objectifs:

* Combettre les effets de l'eccumulation de l'ecétylchol1ne. Il faut pour cele
administrer un parasympetholytique. Le sulfate d'atropine est bien indiqué. C',est
un antogoniste compétitif de l'acétylcholine ou niveau des récepteursmuscarin1­
ques.l'administration n'agit Que sur les effets muscariniques. Elle est contre in­
diquée pendant laphese nicotinique.l'administrotion se fait è la posologiede O~S­

, mglkg de poids vif 1/4 en IV ; 3/4 SC-lM.

Ce protocole est répété toutes les 3-4 h pendant 1 è 2 jours.

* lever l'inhibition des cholinestéreses

La levée de cette inhibition se fait par administration des réactivateurs des
chol1nestêreses. Ces ré8ctivateurs sont des molécules qui présentent une forte

.affinité pour les cholinestérases et porteurs d'un groupement nucléophl1e capable
de déplacer1'0rganophosphoré de sellalson coval ente avec l'enzyme. Cela aboutit è
la réactivation des chollnestérases et on utilise des composés type oxime de
forme R-CH =N-OH. Le plus connu de ces composés est le pre1idoxime (CONTRA­
THION ND).

B/ Traitement éliminatoire et symptomatique

Il "11 se è favoriser l'élimination du toxique. La décontamination de le peau se
fait par un layage abondant 6 l'eau savonneuse. En cas d'fngestton~ on effectue un
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lavage de l'estomac au moyen d'eau biccrbonetée puis on administre du charbon
activé.

le traitement symptometiQue est basé sur l'administration des analepti­
Ques cardiorespiratoires (caféine, solucamphre) et des barbituriques pour
combettre les convulsions.
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...l1li111 UI LI'." IT LII LI..........
11-1. les lipides

11-1-1. nlF/llilltllt

Les lipides sont des dérivés neturels des acides gras, résultant de leur
condensat1on avec des alcools ou des acides aminés.

Ce sont des substances insolubles dans l'eau, solubles dans les solvants
organiques et Qui jouent un rÔle biologique important en tent Qu'éléments de
structure, mats aussi éléments de réserves. Ils jouent aùssl un rôle important
en Biochimie cUniQue.

On distingue différentes classes de lipides

11-1-2. L8S lipidlJ$ simples 01/ 18mllirIJs

Ce sont des dérivés des acides gras Qui ne contiennent dans leurs molé­
cules Que du carbone, de l'hydrogène et de l'oKygène. les llpldes simples com­
prennent:

11-1-2-1. les glycérides

Les glycérides ou graisses neutres constituent l'essentlel sur le plan quan­
t1tat1f des lipides naturels.

Ce sont des esters du glycérol et d'acides gras. leur nomenclature résulte
de la nature des acides gras Qui entrent dans leur composition et du nombre et
posaion d'estérltication.

Ainsi on distingue des glycérides homogènes Quand les molécules estéri­
flant le glycérol sont de type unique.

Ils sont dits hétérogènes ou miKtes Quand les molécules assurant leur es­
térit1cation sont de types divers.'

On parle aussi de mono, di, tri, glycérides selon le nombre d'acides gras
(1,2 ou 3) quj entrent dans l'estérHication du glycérol. Ces glycérides peuvent
être homogènes ou miKtes.

a) Propirétés physiques

Les glycérides sont solubles dans le benzène, le chloroforme, l'éther, l'al­
cool à chaud et l'océtone.

Ils sont insolubles dans l'eau. leur point de fusion dépend de leur composi­
Uon en acides gras. Il est abaissé quend le nombre d'acides gras insaturés aug­
mente.

b) Propriétés chimiQues
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Il s'agit des propriétés d'hydrolyse, de saponificat1on, de rancissement...

Le séperet10n àes glycérides des eutres l1p1des ou même des glycérides entre
eux est possible per le méthode de chrometogrephje sur couche mince surgèl de si­
Hce.

11-1-2-2. Les cér1des

Ce sont des esters d'ec1des gres et d'elcools eyant des poids molécula1res éle­
vés. Ce sont des l1pides constitutifs de cires enlmeles (blànc de Bele1net des c1res
végételes (cuticule des feuilles) et Becténennes (beci11e de Koch),

11-1-2-3. Les stérides

Ce sont des esters d'ecides gres et d'elcools, les stérols. Les stérols sont des
dérivés isopréniQues avec comme noyou fondamentel une structure cyclo pentano
per hydro phénenthréniQue, portant des substltuants méthylés.

C'est l'exemple de : - l'oléete de cholestérol

- palmitate de cholestérol.

11-1-2-4. Autres lipides simples

On peut cHer:

- Les Etholldes

- Les Ethéroglycérides

11-1-3. Les Lipides complexes

Les lipides complexes sont des dérivés des acides gras Qui contiennent dans
leurs molécules outre le cerbone, l'hydrogène et l'oxygène des molécules d'ezote ou
de soufre.

Ce sont des structures chimiques importantes non par leur rôle de réserve
mais aussi par la place fondamentale Qu'ils occupent dans le métabolisme inter­
médieire et dens les cellules de certeins orgenes nobles comme le cerveeu ou le
foie. De même, ils participent ovec le glucose et les protéines è l'édiflcetion des

. structures très éleborées. 115 sont très largement répandus d8ns le règne 8ni­
mel.

CeUe place QU'occupent les lipides complexes eu n1veeu du tissunerveu)( per­
met d'expl1Quer certoins signes pathologiques qui epperaissent en clinique hu­
meine dans certaines maladies congénlteles per l'eccumulation dens des orgenes
des sphingollpides.-
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Leur sép~ration chromatogr~phlQue est possible et le principe est le même
Que celui des 1ipides simples.

Les l1pides Que nous venons d'énumérer Qu'fls soient simples (trlg1yèé­
rides, stérides) ou complexes (phospho1ipides) ont une double onglne d~ns l'or­
g~nisme:

- l'~bsorption intestinale

- les synthèses réolisées à partir des mét~bol1tes protidiques et gluci-
dlques.

L'étude de leur métabolisme va nous permettre de connaître leur synthèse,
leur devenir mais aussi les inter relations Qui existent entre eux et les ~utres

constituants sériques.

11-1-4. lIét/lbolisJI1e des lipides

Les particularités du métabolisme lipidique chez le chien ne sont pas en­
tièrement élucidées mais des études précédentes montrent l'existence de nom­
breuses analogies entre le métobolisme lipidique chez l'homme et le chien.
Aussi, le métabolisme lipidique chez l'homme peut-il être extrapolé 6 l'espèce
canine.

11-1-4-1. Métabolisme des triglycérides

Dans ce métabolisme sera traité plus spécifiquement le cotabo1isme, la
synthèse des triglycérides résultant de l'estérification du glcérol par un ac1de
gros, ayant été abordé précédemment.

Le catabolisme des triglycérides alimentaires sera différent suiY~nt Qu'jl
se déroule au niveau intestinal, sanguin, hépatique ou odipocytaire.

Au niveou intestinal, l'hydrolyse des triglycérides est le fait des l1p~ses.

La digestion intestinale met en jeu une lipase poncréatiQue dont rection abou­
tit à lalibérCltion d'un diglycéride puis d'un monoglycéride. (Schéma n° 1).

Dons 10 cellule intestinale, on assiste à une resynthèse de triglycérides
par une acy1ation des monoglycérides.

Ces triglycérides sont associés è des protéines, des phospholipides et du
cholestérol pour être sécrétés dans les yoies lymphatiques et chylifères sous
forme de chylomicrons et·de 1ipoprotéines è très faible densité (VLOL). Les
triglycérides circuhmts sont captés par le foie ou Je tissu adipeux Qui dispo­
sent d'une enzyme au niveau des membranes celluloires (lipoprotéine lipase).

L'ocHon de cette lipose et de celle d'une monoglycéride lipase yo donner
des ocides gras Qui vont dcns Jes cell ules.
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11-1-4-2. MètaboHsme des stérides

Le mêtabollsme des stérides tourne eutour d'un élément princip",11e cho­
lestérol. Aussi, nous limiterons nous il son métabolisme et particulièrement il
son devenir dans l'orgtmisme. (Schéme n° 2).

Le cholestérol est synthétisé dens toutes les cellules vjventes perUcullè­
rement au niveau du fOle l de le muqueuse intestinele et des cort1co surréneles.

Une f01s synthét1sée1 une portie du cholestérol est élim1née dans 1'1ntes­
UnI ma1s ceUe partie est Quontitativement essez faible. Elle aboutit 61a
tronsformetl on en coprostér01 par VOle enzymetiQue.

Le grende pertie est éliminée ou niveeu du foie et conduit il le synthèse des
acides bilieires Qui occupent une ploce fondementele dens le digestion et l'ab­
sorption des lipides.

Les ecides bl1iaires sont des substances contenues dans le b'l1e è l'état de
sels. Ils ont des propriétés tensio actives et émulsionnent les graisses feclli­
tent leur digestion.

Le cholestérol non estériflé dit "cholestérol1ibre" est fecilernent
échangeoble entre les lipoprotéines circulentes et les perois cellulaires. Le
cholestérol estérifié ne s'échange pOS. On en trouve très peu dans les tissus.
Ceux-ci contiennent essentiellement du cholestérol libre localisé dens les édi­
fices phosphollpides-protéines des structures membrenoires des cellules..

Le foie est responsable de 18 sécrétion de ce cholestérol dans les lipopro­
téines plasmatiques, (plipoprotéines3/4 et Ql1poproté1nes 1/4),

11-1-4-3. Métebol1sme des sph1ngollpides

Nous pesserons sur le synthèse de ces composés pour eborder le dégrada­
tion des l1ptcJes complexes. Celle-cl est surtout réalisée dons le fole. les pou­
mons, le rate. L'enzyme qui cetelyse cette réaction est la sphlngomyéline
phosphocJlestérase dons le ces de 18 sph1ngomyéllne.

11-1-4-4. Catabollsme des glycérophosphoHpides

le coteboHsme des glycérophospholipides est le résultet de rection des
. phospholipeses. Ces enzymes sont présents dens pratiquement tous les t1ssus

"n1maux (fote. pcncréesl rate). Il existe Quetre classes de phosphol1p8ses dé­
nommées (A,B,C,D).

11-2. Les lipoprotéines

1/-2-1. Dét/nlt/tm

Les l1poprotê1nes plasmettQues sont des êd1f1ces résultant d'assoc1at1ons
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moléculaires entre des protéines spécifiques eppelées epol1poproté1nes et des
molécules lipidiques qui yont être transportées dems le plasme sous forme so­
luble.

Malgré ces ceractéristiques structurales communes, les 11poprotéines dHfè­
rent les unes des autres par 10 proportion de leurs consUtuents,leurs lieux de syn­
thèse, leurs rôles btologiques et leur métebolisme. Leurs concentreUons plosme­
tiques dépendent d'un équilibre modif1é en permenence por l'epport el1ment~rlre,

per 18 sécrétion ou la dégradation d'un certain nombre d'entre elles ou par les
échenges de molécules llpidiques seules ou assoclées â des tissus, soit entre les
lipoprotéi nes (7).

Ces lipoprotéines sont communes 6 toutes les espèces enimeles ; cependont,
quelques caractéristiques propres è l'espèce existent notamment dans le ces pré­
cis du chien.

Nous allons dans un premier temps donner le structure de ces lipoprotéines,
leur classification, puis dans un second temps, étudier leur métabol1sme et leurs
concentrations dans le plasma.

//-2-2. Structl/re des lipgprQtéll1es

Les lipoprotéines ont généralement une structure sphérique constituée de
deux zones concentriques: un noyau centr01 contenant des lipides hydrophobes; des
esters du cholestérol et des glycérides, Ces lipides apo181res sont 6 le tempéra­
ture corporelle ft l'étot llQuide. Le couche périphérique entourent la zone centrale
est composée de phospholipides choliniques (sphingomyéllne, phosphotidyl), de
cholestérol et d'apolipoprotéines. Cette couche périphérique forme une enveloppe
plus ou motns flexible dont l'épolsseur reste rell'tivement constante.

//-2-J.. ellseitieltillll des lipoprotéines plllsl1IIItll/l/tJs

Etudier la classification des lipoprotéines revient à considérer les résultots
des principales méthodes onalytiques permettant de les fractIonner: l'ultracen­
trifugation de flottation et l'électrophorèse de zone. Une troisième méthode est
l'étude de 16 composition des fractions protéiques.

11-2-3-1. Ultrocentr11uget1on de flott6t1on

C'est la méthode analytique de référence pour le fractionnement des lipopro­
téines de l'homme. Elle permet de séparer parfa1tement les différents types de 11­
poprotéines plasmatiques. Les lipoprotéines du fait de le présence de la fraction
llpidique ont une densité faible; ce Qui fait qu'elles flottent ou dessus du plasmo
dont 10 densité est votsine de ',25 lorsqu'elles sont soumises àune ultracentrifu­
gotion(47). Cette méthode Cl permis de définir Quatre grondes c10sses de lipopro­
téines comme le montrent les tobleoux n° 1 et 2.
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Tt.3bleau n° 1 : Classes de lipoprotéines sériQues de l'homme; fracttonnement par
ultracentrHugation de flottation

Clesse

Chylomicrons

Very low densHy liooprotelns

1 Low density Lipoproteins

1l. High density upop~otei~s__

Sous classe

HDL2

HDL1

Densités

Inf. è 0,96

0,96è 1,006

t ,006 è 1,063

1,063 è 1,125
1, 125 8 1,21

Tebleeu n0 2 : Classes de Lipoprotéines sériques du chien; densités des
différentes fractions

Clesse = ~---

i

, Sous clesse Densttés

+---------

Chyl omi crans Inf.èO,96

Very 10w density L1poproteins 0,96 à 1,006

Low density Lipoproteins 1,006 0 1,087

HDLl
1,025 il 1,10

High density Upoproteins HDL2 1,070 0 1,21
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8) - lipoprotéines lourdes (High density llpoprotein HOU
Elles ont une densité comprise entre 0,063 et 1,21 . Elles assurent le trens­

port s8nguin des phospholipides et 6 un degré moindre du cholestérol. Ce sont les
lipoprotéines les plus petites. Elles ont un dicmètre compris entre 9 et 12 nm.
Elles,sont les plus stcbles Qucnt è leur pcrtle lipidique et les plus riches en pro­
téines.

Ces HDL sont subdivisées en deux sous classes HDL2 et HDl3.

b) Lipoprotéines légères

Elles ont une densité comprise entre 1,006 et 1,063 .

Ce sont les princ1peux transporteurs du cholestérol depuis le foie jusQu'aux
tissus périphériques. ce cholestérol est lié 6 le fraction phospholipldlQue.

c) Lipoprotéines très légères (Very low density lipoprotein VLOL)

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 trcnsporteurs sanguins de triglycérides depuis le foie jusQu'aux
tissus périphériques.

d) Les chylomicrons et lipomicrons

Ce sont des part1cules de densité inférieure à 0,96 et ne contiennent Que- 1p.
cent deprotéjnes pour99 p. cent de lipides. Les chylomicrons apperaissent dens le
sang eprès 1'8bsorption intestinale des lipides. Les lipomicrons sont synthéttsés
par le foie et après transit sanguin sont captés par les tissus:chylomlcrons et 11­
pomicrons ne migrent pratiquement pas après électrophorèse.

Les densHés de 1,006; 1,063 et 1,21 ont souvent été utilisées pour fractlon­
ner les lipoprotéines plasmatiques du chien. Cependant les traY8UX de Mahley ,
Weisgreter cités parMedaille (47) ont montré Que cette sépretion était peu satis­
faisante et Que l'ultracentrifugation seule ne permettait pas le fractionnement

_correct de ces molécules, chez le chien. Cela 8pparaTt sur1e tableau n° 2.1a sépara­
tion complète fait appel 6 d'outres techniques (47).

11-2-3-2. Electrophorèse de zone

D'abord appliquée surpapier, puis sur acétate de cellulose ou en gels d'agerose
ou de ployecrylomide, c'est 18 méthode de routine en biologie cllnique. Les lipopro­
téines, frectlons des protéines plasmatiques totales sont identHiées par rapport
81amigration deces dernières. Ainsi] aussi bien chez l'homme que chez le chien, on
disUngue sur ecétate de cellulose ou sur papier (6 pH =8,6):
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a) Les aHpoprotélnes

Ce sont des l1poprotélnes mtgrant comme les aglobullnes. Elles corrèspon­
dent aux HOl de le classificatton précédente.

b) Les plipoprotélnes

Elles migrent comme les ~globullnes et correspondent eux LDL de le clessi­
tlcation par ultrecentrifugat10n de flottetion.

c) Les pré plipoprotéines

Ce sont des lipoprotéines migrent entre les u globulines et les pglobul1nes.
Elles correspondent aux VLOL.

d) Les chylomicrons

N'étent pes chargés, les chylomicrons ne migrent pas.

11-2-3-3. Classification selon les Apolipoprotéines

Cette classif1cotlon distingue cinq familles désignées avec le sigle des 11­
poprotéines suivi de la lettre caractéristique de l'opollpoprotéines. On e ainsi
les lipoprotéines A,B,C,DJ, soit lpA, LpB, LpC, lpO, LpE.

//-2-4. Composition des lipoproléilliJ9 pll1s/lllltlqlles

Les carectéristiQues générales des différentes classes de lipoprotélnes .
sont assez voisines chez l'homme et le chien (tableoux n° 3 et 4). Leurs propor­
tions relatives dons le sérum sont données dans le tableou nOS.

11-2-4-1. les Lipides

le composition détaillée des différents llpides 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 VlOl
qul renferment peu de protéines, alors que les HDl riches en protéines contien­
nent opproximativement 50 p.l 00 de phospholipides.

11-2-4-2. Les Protéines

Les apol1potréines du chien ont été peu étudiées et les divers résultets pu­
bHés sont difficiles â confronter. Les différents auteurs s'accordent pour
identifier une apoHpoprotéine B mojeure dcns les LDL, et au moins deux com­
posantes 'immunologiQuement différentes dons les HDL ; ces composés pou­
raient être des 8polipoprotéines A (A 1et A2).
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Tebleeu n0 3 : Tell1e et Compos1tion des Lipoprotéines du chien

,
r

~
1

1
•

Chylomlcrons VlDL LDL HDL2 1
1 i

11 r---r- .-,

1
1

1 20 1

Dl emètre (nm) 30 è 70
; 1

10 è 35 6è9

! 1

23:c Protéines 1 è 2 10 ! 22 42
i
1

,; Lipides 96 fi 99 90 1 75 58
\ 77
i
1

Lipides dominantes TG TG 1 CH TG P CH P
1
1

Apollpoprotélnes A, B, C B/C/E
j

A A1

1 6

.J

TG =Trlciycérides ; CH =Cholestérol .p =Ptlophol1pides,
Source: MEDAILLE (4t)

Tebleeu n° 4: Composition des lipoproté,nes sériques de l'homme .

Chylomicrons

Diamètre (nm)

J Protêlnes

J Up1des

l1pides domlnantes

VLDL

500

l

99

TG

LDL

40 è 100

10

90

TG

HDll HDL2 HDL3

17 à 26 56 10

25 50

75 50

CH PL PL

ApOl1 poprotél nes
A,ex 1,11,111 A,B,C, 1,11,"1 B AI,II Ct,II,lll,IV

o

._-_._--..-.---'------
TG=: Triglycérides, CH: Cholestérol, Pl= Phospho11pldes Source: MEDAILLE (4~



·Tableau n° 5 : Proportions relatl~Js des différentes LIpoprotéines plasmatiques
du chi en adul te (en r«)

Caractéristiques des animaux HDL VLOL LDL 1
j

o.

* 20 M + F races 63 à 75 11 cS 25 108 15

* 35 M + F races 66 el 66 3 è 20 58 16 1

1

* 60 M + F 48!. 12 20.!10 30!.16
1

roces 1

!
1
1

1

1
!,

** 5 Beagles 1 92 è 96 162 162 f
[

!
(
\

M ;; Male
F ;; Femelle

• Résultats obtenus per Quantification densltométriQue d'électrophorégramme

*. résultats obtenus après purlftcation de chaque fraction

Source: MEDAILLE (4.)
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Tableau n° 6 : Composition lipldique des différentes classes des Lipoprotéines
plasmatiques du chlen (en $)
D'après Mahley R.W., Welsgraber K.HJ

10

Prot.

, 165915

1
1 1

1

j
1

1

1

!
1! i

1 1
! ! i

LDl 22 1 30 1 25 241 1 i1

1

1

1 1 1
1 1

35 1 2 40 23HDLl
1

i ,,
i

1 1

1

1 ! j

-j i i ,----/

! 1
1

,
i

1 i 1

f ! 20 1 1 1 36 43
,

HDL2 ! 1 !
~! 1 Î _\Îj

1 \1 j

CE -c-T--T TG'--l\:,' p-l--!l,
I--------+-----+----+l-----+-------t--------t

1

1
1 YLDL

CE =Cholestérol enzymat lQue ; CT =Cholestérol total

TG =Tr1g1ycér1des; PL = Phosphol1p1des ; Prot. =Proté1nes·

Source: MEDAILLE (4')
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AU BILAN

Chez le chien, Rogers, Donoven, Kocibe c1tés per Medaille (47) notent Que les
HDL sont nettement plus ebondantes el ors Que le fraction lDl selon Gu1ltrot (31.)
est moins forte chez le chien et migre légèrement plus ytte.

Màhrey, Weisgraber cités par Medaille (4:J) notent Que les VlDl sont parfois
absentes chez le chien sein et nécessitent une concentration préalable
du sérum pour cppareître è l'electrophorèse.

la clessiflcation basée sur les apolipoprotéines du chien est encore prématu­
rée enbiolog1e clinfQueyétérinaire.lesd1vers résu1tetspubltês sont assez d1ffi­
ciles è confronter.

On s'accorde pour identifier une apolipoprotéine B majeure dans les LDl et au
moi ns deux composantes 1mmuno1ogi Quement di fférentes dans 1es HDl. Ce sont 1es
epol1poproté1nes A (A 1 et A2).

11-2-5. lIétll/Jolis/l1t1 d/!s lipoprotéines du chien

On ne cannait Que peu d'études spéclf1Ques du métabolisme des lipoprotéines
du chien et on tend è admettre qu'il est enalogue dens ses grandes 11gnes 6celui de
l'homme.(schéma no) 3).

11-2-5-1. Métflbol1sme des chylom1crons

La synthèse des chylomicrons réelisée euniyeau des entérocytes est st1mulée
pendent les périodes de digestion par 1'absorptlon mass;ve des l1pides d'origine
alimentaire. Ces chylomicrons rejoignent la circulation sanguine par l'lnterrné­
diaire des yoies lymphatiques. Dans la circulation générale, les chylomicrons res­
ponscbles de l'opalescence plesmatiQue post prandiele subissent l'actton de la-li­
poproté,ne lipase appelée "facteur clariflent". Cette enzyme hépato-sensfble est
liée aux copil1aires de nombreux organes extra hépatiques, principalement: tissu
adipeux, muscle et myocarde. Elle libère è pertirdes triglycérides des acides gras
libres directement utilisables, transformant ains11es chylomicrons en perticules
plus petites appelées "remnents U Qui sont captés et dégradés par le foie.

Une autre partie, les acides gras è chaine courte et certains monoglycérides
. passent directement dens la circu18tion sanguine d'où ils sont également captés
par le f01e.

11-2-5-2. Métabollsme des VlDL

la synthèse des VlDl est principalement réalisée au niveau du foie. Pendant
les périodes de jeûne, elle permet la sécrétion des triglycérides 'endogènes.
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Il extste une synthèse des VLDL d'origine intestinale dont la structure gé­
nérale est Identique ft celle des VLOL du foie. L"hydrolyse des triglycérides est
dépendante comme pour les chylomicrons de l'activité des lipoprotéines llpase
et permet J'apport des acides gras aux tissus adipeux et musculaires. .

L~ catabollsme des VLOL est en général rapide ne laissant Que peu d'édi­
fices clrculants.

11-2-5-3. Métabolisme des LDL

Les LDL sont des produits du catabolisme des VLOL et sont ltbérées per le
foie dans la circulation sanguine. Riches en cholestérol, elles subissent une
endocytose après leur reconnaissance au niveau des récepteurs présents sur
toutes les celiules. Elles subissent alors une dégradation complète. ne lais­
sant dans les vésicules lysosomales que des molécules de cholestérol; ce qui
permet l'lnternalisation du cholestérol et son utilisation intra cellulaire.

11-2-5-4. Métabol1sme des HDL

L'origine des HDl est double: tissulaire et plasmatique. Le foie sécrète des
HDL na1ssantes discoïdales constituées de phospholipides. de cholestérol.
d'Apollpoprotéines Eet en très faible quantité d'Apolipoprotéines 1(LpAI) et
LpC.

Dans l'intestion, en dehors des phases de sécrét10n des chylomtcrons, il
existe une synthèse d'HOl sphériques.

Dans la circulation, une source importante des HOL est représentée par les
fragments de 18 couche superficielle des chylomicrons et des VLOL se déta­
chant après l'action des Lipoprotéines lipase périphériques.

El RESU"E

Les l1poprotéines constituent dans le plasma, un système dynamique assu­
rant le transport des lipides depuis leurs lieux de synthèse (1ntest1nale ou hé­
pet1Que) jusqu'à leur utilisation per les tissus. Les Apol1poprotéines jouent un
rôle primordial. Elles permettent et dirigent les échanges lipidiques entre 11-

. poprotéines elles-mêmes et vers les cellules.

Oes systèmes enzymot1Ques et des récepteurs spécifiques sont Impl1Qués
dans le fonctionnement de ce métbolisme.

Le meintien d'un équilibre dépend du bon fonctionnement de ces paramètres
et d'8PPOrlS aliment81res. .
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11-3 ReleUons entre pseudochollnestêreses et I1poproti1nes

Après le découverta de l'acétylcholine et de son rôle en tant Que médieteur
chimique nécessaire au transfert de l'lnflux nerveux, puis la dégredation de
cette ·substance par une enzyme la cholinestérase, un autre méc~misme est
égelement bien connu aujourd'hui, celui de l'lnhibitlon des chol1nestérases lors
d'intox1cetion per les insecticides orgenophosphorés.

Il semble eussi une évidence Que Quelque fois, les pseudocholinestéreses
(peE) sont associées au métabolisme des llpides et l1poprotéines (38).

En effet des techniques d'histochimie, d'immunoélectrophorèse ayatent
montré Que chez l'homme les low denslty l1poprotein (LOL) pouvaient former
un complexe eyec les pseudocholtnestérases (42).

Cette hypothèse est basée sur le fait Que chez l'homme l'activité des pseu­
docholinestérases augmente après ultrasonicatton du sérum (20).

Une augment8tion de l'flctivité des pseudocholinestéreses a été Buss1 notée
lors de troubles du métabolisme des llpides chez l'homme. Il en est 81ns1 chez
les obèses ou chez les personnes souffrant d'une hyperlipidémie même Quand
les sujets ont leur poids normal. le taux de cholinestérases augmente et est en
corrélation positive ByeC la concentration en cholestérol et le 10gar1thone de
le concentration en triglycérides (15).

Il a aussi été noté une augmentation de le léclthine cholestérol ocyl trans­
fér8se (LeAl) lors d'hypertriglycéridémle. La LCAl est une enzyme du mlcro­
some hépet1que Qui régule le taux de cholestérol estérifié dans le sérum. Ell~

essure le transfert d'un groupement 8cyl d8 le lécithine 6 l'hydroxyle du cho­
lestérol; de cette feçon le cholestérol excédentaire regagne le f01e.

Chez le lapin, l'lnduction d'hyperlipidémie per injection de Hpopolyseccha­
rides d'EscI!tu1chi6 CIJ/i montre une eugmentation de la teneur en LDL et des
peE (41). Chez les personnes intoxiquées au perathion. il a été observé une
diminution du taux des LOL et des pseudocholinestérases suivie d'un retour d la
normale eprès recouvrement de leur santé.

Ces différentes expériences montrent ainsi l'existence d'inter relat10ns
entre pseudochollnestéreses et le métnbolisme des lipides et lipoprotéines
eusst bien chez l'homme Que chez le l8pin Qui ont feit l'objet d'expérimenta­
tion.
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( DEUXIEME PARTIE: ETUDE EXPERIMENTALE)

Cette pertie comporte deux chepltres :

- Matériels et Méthodes d'étude

- Résultats et discussion
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IlAPlTII 111IItIrI111I__ ...-

1-1. tt.tirte1 d"itude

/-/-/.l'8 _I.."N

Nous ayons utilisé pour nos e)(périences un lot de six chiots de race locale
tous issus de la même mère. Ils Yiyaient aux cOtés de celle-ct dans l'enceinte
de l'école Yétérinaire. Leur al1mentation d'abord dbase de lait maternel a été
remplacée après sevrage par les restes de nourriture provenant du restaurant
univers1taire. C'est atnsi Que deux repes leur étaient se,.."ls per jour et 11s d1s­
posatent de l'eau 8 volonté.

Leur 6ge était de sept semaines au début de notre expérimentat10n et leur
poids allait de 1,9 kg è 2,6 kg. Leur identification est fatte par des numéros
portés par un collier. Ces dHférentes données sont cons1gnées dans le tebleau
n07.

11-1-2. L °11l6l1cllcide orpllopho6phtlri (fBllllrlJllIllJII)

Le 1énttroth1on est 1'1nsectic1de Que nous ayons utl1isé. C'est un th1ono­
phosphate Que nous ayons déjè décrit. Cet insecticide est utilisé en agriculture
et en horticulture comme insecticide de contact. Il a une DL 50 rat per os de
250-500 mg/kg (62) Il est converti partiellement en dérivé oxydé dans l'orga­
nisme. C'est un produit ULV (Ultra Low Volume) concentré 8 500 9/t

11-1-3. Le m61ériellechllique el de 16IJorlllo/re

Ce matériel rassemble le matériel de prélèvements, le maténel de réfr1­
gération et de congélation et le matériel de laboratoire proprement dit.

· Le matériel de prélèvements se compose de tubes Yenoject sous vide de 5
ml, d'a1guilles stériles à usage unique et de supports de tubes.

· Le matériel de réfrigération permet la conservation des échantl1lons
avant la centrifugation.

· La congélation maintient par la suite les plasmas dans un parfait état de
frefcheur ayant les dosages.

· Le matériel de laboratOire comprend:

1) les appareils

. centrifugeuse

. Balance de précision
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Tableau n° 7: Identification des animaux utilisés

.

se~e Poids ~g)Numéros des animaux

2 !f 1,9

ô' 2
3

4 ~ 2,8

5 ô' 2,1

6 cs--' 2,4

7 0 2,5
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· Spectrophotomètre

· Stebi 11 sateur de tans10n

· Agitateur type Vortex

· Bein thermosteté

· Chronomètre

2) Les réactifs

Quatre types de réactifs ont été utilisés pour le dosage des cholinestéroses
por la méthode d'Ellman.

Il s'agit de 10 solution tompon, la solution de l'acide dinltrobenzène (OTNB), les
substrots et les enzymes.

· La solution tampon

La préparotlon de cette solution s'effectue comme suit :

pesera,53 gde NoH2P04/H20 (PM 138) et d1ssoudre dans 800 ml d'eou dêmtné­

rolisée. Amener 10 solutlon à pH 6 en ajoutent progressivement 60 ml de NaOH 1
N

Verser 18 solution dans un ballon jaugé de 1 l

Ajuster ou trait de jouge ovec de l'eou déminéralisée

Transvaser dons une bouteille et conserver ou réfrigérateur.

· la solution de D.T.N.B.

Peser 0, 13 9 de DTNB et l'ajouter 6 11de tempon phosphote; conserver le solu­
tion eu réfrigéroteur (4°C) dons une boutellle brune (è l'abri cie 10 lumière).

· les substrats

Nous avons utilisé deux types de substrats au cours de nos dosttges de choli­
nestérases : l'iodure d'océtylthiocholine (ASchl) et l'iodure de propionylthlocho­
line (PSChl).

Pour préporer 10 solution mère d'Aschl Qui est à 1,25 mM, nous avons pesé
0,2892 d'ASchl Que nous avons mis dans 25 ml d'eau démlnéralisée. Cette solution
est râpertie et congelée dons 10 tubes dhémolyse oralson de 2,5 ml par tube. le so­
lution de PSchl est obtenue de 10 même manière ovec 10 seule dHférence QU'O faut
peser 0,303 9 de PSch 1.

Tous les produits sont purs et ont été obtenus chez Slma chimie (la Verpllière,
Fronce)



41

. Les Enzymes

Ils sont constHués per les différents plesmes obtenus eprès centnfuget10n
des prélèvements. Ces plesmes ont été lmmédietement congelés. Ayent-les do­
segesJ ils sont décongelés, puis dilués eu 1/20 èl'eide de le solut10n tampon phos­
phate.

3) Autres metériels

Il s'e9a de la verrerie, des microplpettes de type ptpettmen de différents cc­
llbres eyec des embouts edpetés, de cuvettes pour spectrophotomètre~ des bacs
pour le récupéretion des tubes.

1-2. t1ltthode d"Etude

Cette étude treitere successivement de :

- Protocole de l'edminlstration du fénitrothion

- Le technl que de prél èvements de seng

- Le mode de dosege de l'ectiYité cholinestérasique et des lipoprotéines.

1-2-I.Prtltocll/e dl! J"lItIministrlltion dtJ linitroth/o/l

Tous les six chiots ont été intoxiqués en vue de le déterminetion de l'ectivlté
chol1nestéresiQue et des yaleurs 1ipoprotéiQues après intoxicetion. .

'-2-1-1. Dose de fénitrothlon

Cette dose eété cel culée en fonction du poids des chiots et de le DL 50du pro­
dutt. Meis n'eyant pliS de DL 50 chien nous nous sommes basés surle DL 50 souris par
la yoie per cutenée. Celle-ci étant de 1300 mg/kg nous eyons utilisé le 1/10 de le
dose solt 130 mg/kg afin d'éYiter une intoxlcetion aiguê. Ainsi le chiot n° 5 Qui
pèse 2, 1 kg c reçu

130 )( 2, 1 =273 mg

Le fénitrothton étent concentré à 500 mg/ml, nous ayons utilisé 273/500

soit 0,54 ml .

Les doses edministrées en foncti on du pof ds des enf meux sont consignées dens
le tebleeu n06.

'-2-1-2. Voie d'edministretlon

Le YOle utilisée est le voie percutenée. Le produit est eppllQué sur 18 Ugn8
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Tableau n° 8: Récapitulation des poids - doses et volumes injectés

j Poi ds (kg)
! "-1

N° ANIMAL Qté injectée (mg) Volume injecté 1

1
(ml) l

2 0,49
1
!

1,9 247 ,
1

1

3
,

0,521 2 260 1
!
1

4
1

0,72 1
2,8 364 1

1

5
273

0,54
12,1
i

6 0,62 i

1 2,4 1 321 1

1
l

7 0,65 !

1
1

2,5 1 325 i

\

1 !

1
i

1 11

1 1
1 \ 1
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dosole des an1maux.

1-2- t -3. Protocole de prélèvements de sang des Animaux Intoxiqués

. l'intoxication Bcommencé le 20 janvier 1990 et a pris fin le 28 janvfer de la
même année. Le calendrier des intoxications est résumé dans la figure n° , .

.les prélèvements ont débuté le 22 janvier 1990 soit deux jours après le début
d'intoxication et se sont étalés jusqu'au 19.02.90. Rappelons qU'un prélèvement a
été ouparevent effectué le 19.01.90 pour déterminer la yaleur normele de l'activi­
té chol'lnestéraslQue avant toute intoxication.

le calendrier de la phase d'intoxication comme celui des prélèvements est
consigné dons la figure n° 1.

1-2-2. Technique de préJévement9 de 9/1/11

les prélèvements étaient d'abord réalisés BU niveau de la jugulaire è roide
d'aiguilles stériles et collectés dans des tubes venoject héparinés de 5 ml. Ces
tubes sont préalablement identifiés èl'ai de d'un code composé du numéro de l'ani­
mal et de la date de prélèvement.

Par la suite l les veines jugulaires étant peu perceptibles l les prélèvements
ont alors été effectués au niveou des veines rodiales plus accessibles rendant éga­
lement les ponctions moins traumatisantes pour les animaux.

Les prélèvements sont effectués 0la même heure en début de matinée. Ils sont
aussitôt centrifugés à3000 tours pendant 10 minutes et le plasma récupéré. Pour
chaque animal deux cupules de sérum sont congelées une pourle dosage de l'act1vi­
té cholinestérasiQue l l'autre pour1edosage des lipides et lipoprotéines. Notre mé­
thode de travail aconsisté dans un premiertemps âdoserles cholinestéroses; puis
dons un deuxième temps au dosage des lipides et lipoprotéines.

1-2-J.. IItItIe opérlJtt/ire de dt/sl/IJe

1-2-3-1. Mesure de l'C1ct ivité cholinestérClsiQue

Les dHférentes méthodes de dosoge de cha1inestérases ont été exposées pré­
cédemment. La méthode Que nous avons utilisée est celle d'Ellman.

1) Principe

Il s'agit d'une méthode de détermination photométrique de l'actiYité chol1nes­
térosique. Elle repose sur le principe sui vont : les cholinestérases hydrolysent
l'Iodure d'océtylthiocholine(ASchl) en thicholine et en acétate; lathiochol1ne li­
bérée réagit avec 1.e DTNB pour former un ion dithiobenzoote et le thionitroben­
200te de coloration jaune. La vitesse d'apparition de cette coloration jaune et son
intensité est mesurée au spectrophotomètre à la longueur d'onde de 405 nm. Elle
est en corrélotion positive avec l'activité de l'échontll1on étudié.
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le réection chimique peut s'écrire:

Ct-f3 ACH 0 0
Cu '..t+ CH Cu 1\ ,..L ~ CH3 t:"'\ 1/3-"- 2- ".z.-5-0-C-CH '-Il'" 'N'V .c...f' 3 H1.0 ~ C....3-/ - C~l.-C"'z.-s + CH3 -C

t c~ 1
+h" h 1· + DT fil D. +hioc.holine Aœt~teCW3'" loe 0 'rte ' ' ,~,

CU;?J;,N- CHz.-CH2.- S + QzN --<Q:{-~-S~N-?2.
CH . COO COO

3 \0'" d.~-thio,."t...obenz.OQte thionitr'oben'Loate

CH3;-I\J"'-. C H,- C t-tZ- 5-5~~O2. + -S~ NOl. (jov"e)
CH3/. '" Coo -~Coo-

CH~ Le spectrophotomètre mesure cette coloration en vor1Btion de densité op­
tique (D.D) pendant un temps donné.

2) Méthode

le spectrophotomètre est d'obord bronché 6U secteur par 1'1ntermédtetre du
stabiliseteur de tension, puis le bain marie thermostaté dans lequel sont pla­
cés des tubes de 3 ml conteocmt le tampon phosphate/DTNB Ce dispositif est
nécesseltre pelrce Que le spectrophotomètre Que nous avons utnisé n'est PelS
thermostcté.

Après stobtlisotton du spectrophotomètre; et réalisation de l'équilibre
thermique dcms le boin mtlrie (3rC) les dosages peuvent alors commencer..

Prélever d'obord 0, t ml de plasma décongelé préclablement et dilué au
1/20 et l'eljouter aux 3 ml de tompon DTNB. Ce mélange Enzyme-DTNB est en­
suae homogéinisé ou Vortex.

Ajouter 0; 1 ml de substrot et homogélnisé une seconde fois.

Le mélange ainsi constitué est transvesé dans la cuvette destinée eu spec­
trophotomètre. Une fois que la cuvette est dans le spectrophotomètrs; déclen­
cher le chronomètre et ottendre une minute pour une première lecture, puis 3
minutes pour une seconde lecture. On peut olors celculer la variation de densi­
té optique par minute de réoction.

Tout au long de la manipulatlOn des précautions sont prises afin d'éviter le
mtJximum d'erreurs.

1) L'utilisation d'un stabilisateur de tension pour éviter l'impect des ve­
riations de tensjon du secteur sur l'intensité du faisceau lumineux, donc sur lel
lecture.

2) Lel réelhsatton du zéro de l'opporeil ovec de l'eau distillée elvant toute
mesure} le spectrophotomètre étant à la longueur d'onde de 405 nm.

3} Les mesures doivent être foites 0 une ternpéroture de 37°C.
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4) Le même embout est réservé cu même réactif pouréviterles intercontaml­
nations entre réoctifs ; ceci pour éviter de terminer ropidement notre stock.

S) Le contenu d'un tube est toujours homogénéisé au Vortex avtmt d'en{)ipeter
le contenu

6) Un substrot décongelé est utilisé dons les 48 Hcorson cctiYité diminue ayec
le temps du felt de l'hydrolyse spontenée.

7) Tout échantillon de plosme décongelé ne peut· être recongelé par 10
suite.

3) Détermination de l'hydrolyse non enzymatique des substrots. En l'absence
de toute enzyme) l'ASchl et PSchl subissent une hydrolyse spontonée selon le
même schème réactionnel décrit plus haut. Cette réaction intervient surtout au pH
du milieu réactionnel qui est de 6 donc légèrement boslque.ll est donc nécessaire
d'évoluer cette hydrolyse non enzymotique; cect est réelisé d trcvers 10 mesure de
le densité optique du blenc.

- A3 ml du mélange tempon phosphote (DTNB)1 ajouter 011ml de substrat; ho­
mogénéiser le mé16nge puis ajouter 0,1 ml d'eau distillée. Homogéné1ser le mé­
lange 11nol puis lire les yoriotions de densité optique à 1mn puis à 3 mn.

- Calculer le densité optiquel minute (DO/mn). Celle-ci sere soustreite de le
0.0. du mélange comprenant l'enzyme 6ftn de ne prendre en compte Que l'ect1Y1té de
cette dernière.

4) Méthode de calcul des octi Yl tés cha linestéreSl Ques

A=h LiD.O.
~36. 10'+

x 3... 2 j O/1 x 2.0 _ xDilution d4! \,éch'qntiUon'<1!

10
3

J100/mn : Vanation nette de densité optlQue par minute

, 136.,04 :Coefficient d'extinction du DTNB

312/0 1 1:32: T8UX de dllutlon de l'enzyme dans la cuvette

20 : Taux de dilutlon de l'enzyme avant la cuvette

t03 : Moles de substrat/ml

106 : j!ffloles de substrat/ml

A : Actlvité cholinestérasiQue (p.moles de substrat
hydrolysé/mn/ml de l'achant111on)
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1-2-3-2. Dosage des lipides et des lipoprotéines

les paramètres auxquels nous nous sommes intéressés sont:

- cholestérol totel

- triglycérides

- HOl cholestérol

-lDl cholestérol

1/ Dosage du cholestérol total

. La méthode de dosage utilisée est celle décrite dans les kits des labora­
toires bioMérieux (Fronce).

les esters de cholestérol sont hydrolysés par 18 cholestérol estérese. le
cholestérol einsi formé est oxydé per la cholestérol oxydase en cholestène 4
one 3 et en peroxyde d'hydrogène. Le péroxyde d'hydrogène en présence de phé­
nol et d'amino 4 entipyrine se transforme en quinonéim1ne sous rection d'une
peroxydase. Ce produit est alors dosé per spectrophotomètrie à une longueur
d'onde de 500 nm.

la réoction peut s'écrire comme suit :

cholesérol estérifié ~ cholestérol + acide gros
cholestérol estérose

chol estérol ----------+. cholestène 4 one 3 + H20

cholestérol oxydase

2H202 + Phénol + amino 4 entlpyrine .. Qulnonéimine + 4 H20

peroxydase

Les A'#.ctifs

Réectifs 1

tempon

Réecttf 2
enzymes

tempon phosphate

phénol

cholate de sodtum

agent tensio actif

amino 4 antlpyrine
peroxydase
cholestérol oxydase
cholestérol estérase

0,1 mollI

15mmol/l

3,74mmol/l

O.5mmol/l
~ 100011'
~200 Il'
~ 125p.l
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Réacttf 1 + Ré8Ctlf 2 (Mélcnge)=========) solution de trayail

En dehors de ces récctifs proprement d1ts, 11 faut disposer de:

* cholestérol enzymatique=====) solution de cehbration è (2 gin

* Echantillons ======) plesmes è doser

Le teux de cholestérol contenu dens les plesmas est àlors donné par le for­
mule sulvcnte :

Taux de cholestérol :: Densité optique Dosage xn

(g/]) Denstté optique Etalon

Dosage:: Echant111 on à doser 1O~l

Solution de travall 1 ml

Etalon:: Cholestérol enzymatique 10 ~l

Solution de travcil 1 ml

2/ Dosage des triglycérides

. Princ1pe

Le8 triglycérides sont hydrolysés par un système enzymat1que 111'888-88­
térese en acide gras ltbre et en glycéro1.

Celui-ci en présence d'ATP est transformé en glycérol 3 phosphate par 18
glycérokinase avec formation d'ADP Qui en présence d'une glycérol 3 phosphate
oxydase va donner la dihydroxy acétone phosphate et de l'hydroxyde d'hydro­
gène.

L'hydroxyde d'hydrogène en présence du parachlorophénol et de Amino 4
antipyrine va donner de la qutnonetmlne sous l'action d'une peroxydase. C'est
cette qutnoneimt ne Qui sera dosée per spectrophotomètre.

Les réactions peuvent s'écrire comme suit :

llpase

Trlglycér1des -----•• glycérol+acldes gras
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glycérok1nese

glycéro1+A.T.P. .. glycérol 3 phosphate+ADP

glycérol 3 phosphate oxydase

gTycérol 3 phosphate ... D1hydroxy acétone phosphate

+ H202
2H202 + parochlorophénol

+ am; n04 ont1pyri ne ----------..... Qu1noné1mine+ 4H20

J!é6ctirs

Réactif 1 : Etalon Glycérol 2,29mmol/l

Réactl f 2 : tampon tampon tris pH 7,6 100 mmol/l

porach1orophénol 5,4 mmol/1

mognéslum 4 mmol/l

Réactif 3 : Enzymes omino 4 antipyrine 0,4 mmo1l1

Lipase 2100000 p-l

gl ycéroktnase l200 III

glycérol 3 phosphate

Oxydase ~2000 p-l

peroxydase ~200 J1.1

A.T.P. 0,8 mmo1l1

Réactif t + réactlf 2 = solution de trevot1
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Echantillons; plasmas hépaMnês

Le taux de glycéMdes contenus dens les différents plesmes dosés est donné
par le formule sui vente : .

Taux de glycêr1des =Densité optique Dosage )( n

g/l Densaé optique Etalon

Dosage = Echent1110n (plasma 6 doser) 10 p.l

Solution de travail 1 ml

Etelan = Etelon (Réactif 1) 10 ~l

Solution de travail 1 ml

n= 2 (g/1) ou 2,29 (tun01es/O

longueur d'onde 505 nm

3/ Dosage des HOl cholestérol

le principe de la méthode est Je suivant:

Les chylomicrons et les llpoprotéines de très faible densHé (VLDU et dë
faible densité (LOU contenus dans l'échentillon sont précités par addition
d'acide phosphotungstlQue en présence d'lons magnésium.

Le surnageant obtenu après centrlfugetlon contient des l1poprotéines de
haute densité (HOU dont le cholestérol est dosé p8r le réactif cholestérol en­
zymet1Que.

Réactif l

(réact1f préel pi tent)

lIillctl'a

acide phosphotungstlQue 40 g/l

Mg Cl 2 6 H20 100 g/l

pH 6,2

(cel1brat1on de HOL cholestérol) ltbre + estérif1é

Réactifs 2 cholestérol '/30 mmol/l

0,5 g/1
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Echantl1lons : plasmas è doser recueillis sur E.O.T.A.

Mode opéroto1re

1) Réaction de précipitation: Mélanger 500 ~1 de sérum et 50 ml de réactif
1 (réecttf prêc1p1tent). Attendre 10 m1nutes puis centrifuger pendent lS m1­
nutes'è 5000 t/m1nute. Récupérer le surnegeent.

2) Dosage du cholestérol HDL

se fait au spectrophotomètre à le longueur d'onde de tr6vall de 500 nm. Faire le
zéro cie l'appareil è 1'a1de du Blanc.

réactifs:

Blanc réactif: - 50111 d'eau dist111ée

- 1ml de cholestérol enzymet1Que

Le taux de cholestérol HDl est alors donné Der la formule SUlvante :

Densité optique Dosage xn

Densité optique Etalon

n= 1.42 (mmol/l)

n=O,55 (g/l)

Dosage = 50 ~1 de surnageant (Echantillon)

t ml de cholestérol enzymatique

Etalon = 50 p.l de réactff de cel1bratlon (R2)

t ml de cholestérol enzymatique

Mélanger. Incuber 5 minutes à 37°C avant de photométrer.

4) Dosage des LDL cholestérol

Cette méthode de dosage consiste 8 séparer des Hpoprotéines de faible
densité (LOL) et à doser le cholestérol Hé à ces fractions. .

Nous 8vons vu Que diverses classes de lipoprotéines se différencient par
leur denstté, leur comportement électrique et leur réactlylté vis à ',IlS d'anti­
corps spécifiques.

Une étude entre l'ultrecentrifugetion et la technique de précipitation
montre une bonne corrélation entre les teux de cholestérol mesurés.



cltrate tnsod1Que
chlorure de sodlum

- Réect1fs préclpltent

leslDl(Rl)

tifs substituent
les lDL (R2)
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surfactant anioniQue polycyclique 0,~/1

sUrf6ctent enfon1Que polycycl1Que condensé 0.6g/
dioxane PolysubstttlJé 12,4 mmol/l
tempon imidezole pH 6,10 25 mmol/l

- Réac­
0, lS mmol/l
0,11 mmol/1

- Réect1f de calibration cholestérol

des lDl cholestérol libre+ estérifié

1 mmo1l1

1 mmol/l
ou 0,367 g/1

- Echantillons: Sérum ou plasma recueilli sur E.D.T.A.

Mode opératoire:

Mélanger 1 ml de réacttf préctp1tant et 50Jll de sérum.

Laisser 30 minutes à 2-8°C et centrifuger 5 minutes à 4000tlmn séparer
le surnageant du culot par retournement. bien égoutter et solubiliser le culot
dans 0,5 ml de réactif solubilisant.

Après ces deux opérations de précipitation (i) et de solub1l1setton (2). le
dosage du cholestérol LDl est rendu posslbie.

La longueur d'onde de travail est 500 ntn.

Le taux de cholestérol Hé aux LDL est alors calculé de façon su1vante :

Taux de cholestêrol L.DL =D:nstté optlQue Dosage x n

Densité optlQue Etelon

.0=3,87 (g/l)

0=10 (mmol/l)

Dosage: - 100p.l de culot solubilisé

- l ml de cholestérol enzymatiQue
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Etalon: - 100 p.l de réactif de calibration (R3)

- 1ml de cholestérol enzymatique

Photométrer après cinq mtnutes d'incubat1on à 37°C et après st6b111satlon
du spectrophotomètre. Le zéro de l'apparell est rêelfsé avec le Blanc réact1f.

Blanc réactif: - 100 ~1 d'eau d1stillée

- 1ml de cholestérol enzymatique
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11-1. DES RESULTATS

Nous présenterons d8ns un premier temps les résultats du dos8ge de l'8Ct1­
"lité cholinestérastQue du plasma des animaux support de notfe expérience et
dans un deuxième temps les résultats du dosage des lipides et lipoprotéines
plasmatiques de ces animaux,

11-1-1. RéGuJIlIls du dlJGlIglJ dlJ l"cl/.,llré chillIItIJGlir.81t/1I8

I?our chaque emimal, les réersultats sont donnés en tenant compte du sub­
stret utilisé (acétylthiocholine ou propionylthiocholine) et en fonction des
trois périodes du protocole d'intoxication à savoir ;

- période pré-i ntoxication

- période d'intoxication

- période post-intoxication

L'ensemble des résultats obtenus sont consignés dans les tableaux 9 et 10
pour l'acétylthiochotine et le propionylthiocholine respectivement. Ces ta- '
bl9aux représentent la moyenne des valeurs obtenues.

//-1-2.' HéGIJI/6tS du doslJue des lipides el lipoprtf/siRIIS du pJIIS­
11111

Il s'agit des résultats des Quatre paramètres étudiés c'est è dire: choles'­
térol, triglycérides, HDL cholestérol, LDL cholestérol.

Ces résultats sont consignés dans les tableaux 11.-12, t3,14.

11-1-3. Etude comparée de l'évolutlon des paramètres l1poprotélQues et
cholinestérasiques en fonction des trois phases du protocole d'intoxication.
Ces résultats sont consignés dans le tableau 15.
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Tableeu n° 9 : Moyenne générale des Chiots (2, 3, 4, 5, 6, 7)

Activité chollnestéraslQue en .umole 1 min 1 ml de plasma
5ubstret = Acétylthlocholine (plasma dilué eu 1/120)

-_._~-.__. - --',

Post - i ntoxicetion

06.0290 10.02.90 150290 19 (l~? c ..

~ .".--~~--~.

3,7 3,39 3,15 3.,70

3,71 4,25 4,51 5 1

451 3,36 2,94 3.,06

2,34 2,83 2,44 2,42

1,92 2,96 2,35 251

4,1 1 3,38 3,79 4,88

20,29 20,17 19,18 22 .. 79

3,38 3,36 3,19 3 79.'

1,02 0,49 0,82 1,27

1,07 D,51 0,86 1,33

17,39

2,89

0,88

0,92

3,8

2029d
1

i

~f-----+------1
i
1
1

83 1

2,33 1

3,35 1

2,41 1

1,67

0,93

1,71

0,89

0,97

1,01

7,14

;

4,6 1 3,21 1,25

3,81
1

2,48 1,38

1

1,76 ; l, 11 0,18

12,42 l,57 1,25

4,25 1 1,94 1,24
1

1

12,26121, 12 1 7,49
1
j

1,243 ..52 ! 2,04 !,
i
j
J

1, t 5 0,73
1

0,26

1,2 0,76 1 0,27

4

5

6
1

7 1

L' 1
-z-Xl

1

X
o
t..

Prê-intox
i

Période intoxi cation
1

~D.le de 1 1 1

Plvmts 19.01.90 122.019°\2501.90 1 2901.90 j 0

1 ~"
1

j i 1, 1

kChiot~'" 1 1 /

1
1

1 i
1 1
1 1

1 2
) i1
,

14,28
1

1,95 i 1,59 1,63 3,i
1,

1 1 i

1
1 1'--__--l..-.__--'--__....i- -.L. --'--_---1 ---'- -'--__~ ..----

Composé fénitrothion Dose; 130 mglkg/jour pendant 7 jour~

N.B.
z..X-:: 50""",..,«,. J~5 Vale.v",~

x.. - l1o~~nne..-
0- . Ecart t~pe-
( - ..Errt'..v ....-
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1002.90 15,0290 2g0;' ':;;r.

6,25 S.l 1 ;-: . ,
'_ ~. ',.1

i
3.65 3.ô9 1 3.79

1

1
3.77 3.6(:; 1

.~ c·-..
"-t\,..;~

1

2,64 2,51 1 .3!3·~
1
1

3,42 2,78
1

:s. -/::;

4,31 4.62
1

6.0::;

24,04 22.59 1
.", -;
_. f •. _

1

.:1 3,76 !
·.1,5"'11

1
1 , 1",1,22 1.01 i l,· &..,.

1

1.213 1,06 1 ;,17
1,
!
)

__~.L_..__ .. _.....

19.82

0.77

4.48

0,74

3,3

i7,65

2,94

0.98

O.9,::j

1.29

0.30

0.99

5.96

., r~\\D~;:~~S 1 pré-lnto~+-------" ·--------·r----.-·---------------

! \ 1 L ~~~Od~~nt~~icatt°:J. m_.......-- ...,.-p-o-st---in_tO...,..X_iCG_ti_On_._.__ ._ ....

1 \ i 1 1 1 l '1

1 ~ ; r 1 i 1

_JI'~· CHIOT 19.01,90 !22,012.2\.}5.01.90 1 ..290L90_1 02.029~ 05.02,90 1_
! ! j 1 i 1

!: l '4J',92~ 12.79 l,' :,' ','~, 31 l ,:',:,~9~ 1 ~,6: 1
328

1
1 v 2.83 1 i v . /.. / ,., 1 3,29

1 4 4,86 2.45 1 1.25 1 0.71 3,27 1 3,72

J 5 1.98 0.98 \ 0,79 0.91 2,39 1 2.46

1
6

3,59 1,6A 1,,38 0.61 1.91 2.59

, 7 j
1 4,42 2.34 1 i ,38
i 1

1 f... X 23.04 13.03 i 7,54

'l' y j/,\ 3.84 2,17 ,. 1.25

1 6" 1.00 0,72 O,2ï
1 1

l,

C \1L 1.049 0.75 0.28

1

Tableau n° 10 : Activité cholinestérosique en umo1 de substrat hydrolysé/
mn/ml de plasma

Substrat = propi onylthi ochollne

dllution de plasma 1i20

N.Y>.

~ ~~rt ~re

e. ~rre.ur
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f1gure n° 2: Evolution de 1"8CUvité choJinestérasjque dans le temps

1"--- ---.- -- -"-'_._--- "-'-'- _---- -_.-.---.- ---.. --.----:-.-.----------..\
1·- Acétylthiocholine o- PropionyUhiochohne 1
l.__. _. ._. _.__ _._ _._.. __ _.0 _._.• ._._ ..__.J

ft)

--"?..... /....
//0 ...."....

./~ •••./

/~.... s-··:·~~-·-.---_.-- .... ...,..,.-_.,..
./,-"'

~;.,...-

l/
/

/
1/y

/;
//".>, /1

":'::. Il
'~\. ,,---.-~/

""() --------..0

5-,-
!
j

45 --1.
l ,

1
4 .}-

C·
1\
l ,

3,5 ~ \"
i' \
1 ...

3·'1. \\

- fi .. <~>\
2,5 \.\, '

1 ":0.
z + """1"",

i

1,5 +

Jlmol de substr8t
hydrolysé/mn/ml

de p18sma

0 /5

o +--------t--- ",---t--.-·- t·---------------t----- ..---t -- --·-----·t - ..-----t-.-------i

19-Jan 22-J80 25-Jan 29-Jan 2- fév 6- fév 10- fév 15- fév 19- fév

Oates de



se

\ Date de 1
! 1-

pré-intox,\ Période intoxication,,\Ivmt

1

i Post - intoxlcetion
"- . ~ !

!

IN' CHIO~ 1
.. j -,-----

15 0" .-.,J19 01 90 l '"l2 :"\ 1 9'\' T O' ·~o
! 29 ('1 go ! 10.02,90 !9.0~:.9('i _.' J:.'~"'~:'';! 1 ,.; . - 1 . ,,'.:/0.;,

---'-
1 ! i

1
i i
1 i 1 1

2 2 1,66 1 2.39 1 2,48 2,23 1.89 1.85 2,25 i 2,S i

1
1

1

f

1
,

! 3 2.38 2,74 1,99
!

2~75 2,74 1,92 2,91 2,44 1 2 184
1 1
1 1

1 4 1.83 1,8 Î 1,81 1,79 l,e3 1,86 1,8 i 1,83
1

2,221

5 3.17 2.97 3.17 2.14 3,94 3.86 41,44 3,14
1

3? J3~;

i
6 2,5 1,77 "17 2,6 2.06 1,96 2,06 2,4 ! 2. iSJ:..J

7 2.15 2.14 2,14 2.17 2.i6 2,17 2,16 2,17 ') i 7'-' ( ,

i-x 14,03 \.3.09 13.ô i3.93 14.96 13,66 15,23 14.23 15,86

-
X 2,33 2,18 2,3 2,3~2 2.49 2,27 2.53 2.37 2,64

cr 0,47 0.55 0,47 Ç,,35 (',76 0,78 1,01 0.43, 0,66

f. 0,49 Q,57 <;'::19 0,36 0.79 O,3! 1,06 0.45 0,69

._--1.._ .__---::...- --'- J.--__---1_.._.__."

Tableoun° 11 Valeur du Cholestérol total (g/1)

N.B.
i;><.. :: 1om"'~ d~.s \loleur,S

-X ':: M09e.nne.

0 ::. .Eca.rt t~ f e

~ . ~,..r.eur'"-
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0.68

0.43

1 0.19
i

1,02

1.67

0.62

0,6

6.15

0,2

0,72

1.46

0,52

0,54

8.77

1,79

10,76

0,76

0,73

---l. .-----I ....J..-__--'_.•._. _

1,13

0,76

0,73

I~, 1
, "" Date de ,. 1i ~lvmt· f-P_r_e-_ln_lo_X....,.r-_P_é_r_l0-rd_e__i n_t_o_X....,lC_6_t_l_0n_......,l ....,....._p_o_s_t_i-,n,.....tO_x_i_C_6_t1,0,.....n__---,_..__

l '" 1901.90 22 o19q1 25.01.90 129,0190 \ 0202901 060290 ',1.10,02.90 15.0290 11902 ';l(
f-N" CHIOr-,\ il! \
1 1 -'T----lI---+-I---+----+----·-
l, 2 1,37 1 1,28 1 0,96 t 1,30 1 1.38 i 1,41 1 1,58 l,59 Il

l 3 1,43 1,76 1 1,05 1 0,93 1 0,99 1 1.68 II 1.13 1 1.39 1 1.l

1 4 0,4 0,84 i 0.49 1 0,92 1 0,61 1 1,00 1 1.42 0,58 1 0.64

1 5 0,24 1 1.3 i 2.59 I l ,69 1 0 ..3 2,85 1 1,49

: 6 1 0,37 1 " '8 1 2,37 1 1.29 Il 2,43 1 2.54 1 2,35

! 7 1 0.97 1 1,28 1 1.00 i 0,82 1 1,09 1 1,28 0.8

1 oII!t...." l! 1 1 11..0:::.''\ 4.78 7.64 8,46 1 6.95 6.8 .

; 0,79 1,27 1,41 I

l
,1,15

0,53 0.29 0.85 0.3'2

f.. 10,55 0.30 0,89 1 0,33

!
1. L J--

Tebleau n° 12: Voleur des triglycérides (g/O

N.B.

i. X 1olt\me de..s "alev(S

-)( Mo~er'\ne

Ô ECart ry pe..

~ trreu~
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O,450,310,380,320.250,310,29
1

0,360,33
Ô

t

l'" Péri ode 1ntoxl cetion 1 Post - 1ntoxlcet ion1 ~ale de Pré-inlox. 1
1 Ivmt 1

N'CHI~
!

19.01.90 22.01.90 25.01.90 . 29.01.90 1 02.02.90 05.02.90 10.02.90 15.02.90 19.02.90
1

"

, 1
1

1 ! 1
1 1

2 1,71 1.43 1,33 i 2,14 1,65

1

1,27

1

2.05 1,79
1

1;135
i 1

1
1

1
1 1

1 1
1

1 3 1.8 2,05 ! 1.76 1,71 2,02 1 1.97

1

1.89 1.98 1 ~l .~)

1

\ 1 i ,,~,-

1 1
11

1 1
1

1

!
1 ,
! 4 1,74 1,58 1,59

1

1,71 1 1,5 1.63 1.87 1.48 ~ 1.64

1

1

1

1
1 1

1

,
1

,
1

1
5 1 1»2 1.81 1 1,69 1.75 1 1.78

1
1,85 1,78 1.52 17{",

1

' ~ f \)

1
1

i 1
1

1
l 1

1

1 6 1,17 1.2 1,23 1.56
1

1,37 1.18 1,21 1,24 1 o CrJ! 1 1 1

[
.. , ... --'

1

1

1 i 1
1 1 1 1 1

1
7 l ,1 1 1,15 1,05

1
1,19

1

1,4 i l,51 1,18 1,22 1 1 "':'1, 1
• ~L, ,

!
{X 1 1 1

1 !
1 8.72 9.22

f

8,65

1

10,06 9,72 i 9,41 9.98 9,23 1 9 "-,0
1

1
1

1i
1 - ! 1! X 1,45 1.53 1,44 1,67

1
1,62 1.56 1,66 l,53 1,59

1 ! 1
11

1

1
1

1,
i1 0,32 i 0.35 0.28 0,30 0.24 0,31

1
0,37 0,30 1 0,43i

! 1 1 1

Tableau n° 13: Valeur du H.D.L.Chol estérol (g/O

N.B.

î.. X:- Jo",,,"~ des valeur~

X - M"genne

(f :: f. Cart t~pe

f. ";: t..rr-~t""
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O.9b0.751 1,191,231, 131,18!1, i 2t ,000.79

"". . Pérlode 1ntoxlcet1on~d' Post - lntoxlcet1on
Ivml Pré-intox

IN" CHlor'\
19.01.90 2201.90 2501.90 1 2901.90

1 1
02.02.90 0602.90 1002.90 15.02.90 /1902.90

i __.

1
r

2 2 1,66 2,39 2,48 2,23 1,89 1,85 2,25 ! 2,61"

1
3

1 2,38 2,74 1,99 2,75 2,74 1.92 2,91 2.44 2,84
1

1

4 1.07 2,96 3,5 ! 3,89 3.95 3.89
1

3.59 2,99 1 3,7
Î

1

1
\ 1

5 11.08
\

1 1,02 1,03 1,31 1,34 1,01 1,10 1,04
1

1.41

! 6 2,14
1

1,91 3.57
1

1,83 2,09 2,15 1.77 1,43 1 1.75
1 t

\ 1
ï 2,99 3;68 3,77 1 4,21 4,07 3.92 4,Ot 1,61 1.37

1

1lx 11,6 13,98 16,3 16,47 16.42 14,78 15,23 11,76 13.6i3

- 1
1 X t ,93 2,33 2,71 2,74 2,73 2,46 2,53

1
1,96 2.28

1

1

Ô
\

0.76 0.96 1,07
1

1,13 1,08 1,18 1.14 0.72 1 0,92,
1! -

Tebleeu N° 14: Vol eur du L.D.L. cholestérol (g/))

N.B.

fox:
-X '.

Ô

é.

.somme. dts \Ja(tvr.5

M09e.noe.

ECart t~pe

~rre.ur
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~----,----------------_._----------------

""" Date de Pérlode lntoxlcotlon
'''!Ivmt. I--P_ré_-_in_to_x_,,....---------t-------

~~ 19.01.90 \2201.90 1 25.01.90\ 2901 90l 020290 1 0602.90 110.02.90 15.02.90 1902,0
_p_ar_21_m_è_tr_e-.:>j ---l -+-__._+-___ 1 -- ; 1

i Iii
Activité chol, .3.52%1.2 2.04to.7611.24tO,27 j 1.19±O,35 12,89to.92 h,38±l,07

1
· 3.36±O,Sl 3.19±O,86!3,79:t1..3::'

(AcHyl cholin ) 1 1 \ 1 \
~mollmn/ml 1 ! ! j i 1 i
Activité Cholin.·,' j Il ; j Il!
!prop,thio 13,84±1.042.17t07511.25±o.28 O,99±031 :2,94tO.98

1

3.3±O.77 4±1.28 13,76±l,06!4,54±',:7
choline) 1; 1 f i \

lJrnol/mn/ml 1 II! 1 1. 1 i
1 . i ! 1 1

Cholestérol 1 2.33tO.49!2.18±O.57 r,3±O.49 1 2,32tO.36!2,49tO,79!2,27±O,8 i ( 2.S3± 1,06 2.37tO,4512,64±u.t,~

(gll) 1 1 Iii ~ i
1 ! 1 1

T~~~i;cérjdes'l O,79±O.S5'I,l.27±O.3 \1,41±O,89 1 1,15±O,32! 1,13±O,73\1.79±O.76! î,46tO,5 1.02±Ü.64\.O,6Ô±Cfl'
7

, Ill! 1 Ill!

1

: t! 1:
! 1 \ il! :.

L~.l.cholest. 1,93:tO.79 i2,33±1 ~,71±!.12 1 2,74:t1,15 t2,73±1.1312,46±1,2312,53±î.1~1.96±O,75j22e:ic.-!'..
,.gll) Il! 1 1 Il!

i 1 i 1 1 :
HD.L cholest. 1,45±O.33!1.53±O,36\1,44±O,29Il 1,67±O,31 f 1,;62±O,2S11,56±03211.66±O.38 1,53±C,31jl,59±(),45

(911) i L Il! !

Tableau n° 15: Fluctuations de l'ectlvHé chol1nestéras1Que
et des lipoprotéines plasmet1Ques en rapport avec
l'edmtnistraUon du fénitrothîon chez le ch·ten
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11-2 DISCUSSION

11-2-10ti choix des lIIIilllIJUX

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

- La première raison est Que le chi,en constitue de toutes les espèces domesti­
Ques, l'animel le plus fréquemment vleUme d'intoxications aiguês Quand bien
même ces intoxications ne sont pes toujours dues eux pesticides objet de notre
étude.

- la deuxième roison est Que l'étude expérimentale Qui peut nous permettre
d'étudier les inter releltions cholinestéroses-métabolisme lipoprotéique est pra­
tiquement impossible chez l'homme.

11-2-2. De JIl conduite de 1"expérlmenflltiol1

L'expérimentation C souffert de Quelques contraintes Qu'il est bien de signa­
ler.

1) Nombre relativement faible d'onimaux

Cette insuffisance nous a controints à nousposser (j'un lot témoin et 6consl­
dérerchcQue animel comme son propre témoin en procèdent 6un prélèvement avant
intoxication. Ces prélèvements pré-intoxication auraient pu être répétés cfin
d'obtenir une meilleure voleur de référence mOlS avec le creinte de voir les ani­
maux disperaÎtre} nous nous sommes contentés d'un seul prélèvement ovant la
phase d'intoxicotion.

2) Age des animoux

Les tmimaux étant très jeunes, les prélèvements ont été fastidieux et ceci
d'autant plus Que} les veines jugUlaires étaient peu perceptibles. La qualité des
prélèvements n'en demeure pos pour autant compromise. Par1C sui te} cette opéra­
tion est devenue plus supportable et vite réalisable, la ponction se faisont ou ni­
vecu de la veine radiale après pose d'un garrot

11-2-3. On rhultllts

1) De l'activité choltnestérasiQue du plasma

Ces résultats seront discutés avec comme critère le substrat utilisé (Acétyl­
thiocholine ou propionylthiocholine). L'évolution de l'activité cholinestérasiQue
sera alors appréciée en tenant compte de trois pheses déje citées et en passant de
18 moyenne des valeurs} aux yoriations individuelles.

a) Avec l'acétylthiocholine comme substrat
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e.-1) . Ve.leurs pré-intoxic~t1on

Le yeleurmoyenne de l'activité choHnestérasique pende.nt cette pénode (pé­
riode de référence) est 3,52 J.lfflole/min/ml pour l'ensemble de six chiots.

Les valeurs 1nd1v1duel1es vont de 1,76 è 4,6.

L'observet1on des valeurs individuelles ne montre p~s une grande venetton.
Cependent le ces des chiots 5 et 6 montre des veleurs relativement feIbles.

8-2) . Valeurs de 16 période d'intoxlc6t10n

L'examen des résultats obtenus dans cette période montre une chute de le va­
leur moyenne de l'activtté cholinestéreslQue du plasma. cette ba1sse est obser­
Yoble dès te 1er jour Qui suit rintoxlcetion. Cette chute est observée cu nt vecu de
tous les animaux.

L'observatton des pourcentages(tableaux 16 et 17) montre Que d'une valeur de
100 p.l 00 (yaleur de référence), l'actlvité revient è62,76 p.t 00 solt une baisse de
37,24p.100.

Cette ba1sse s'est poursuivte jUSQuà l'arrêt de l'lntox1cat1on. Le pourcentage
d'act1vité est alors 6 33,8 p.too so11 une réduction de 66,2 p.l00.

0-3) . Pértode post-1ntoxfcotton

Ene est carectérfsé dès le premier jour perun recouvrement de 1'8ct1v1té c.ho­
llnestéroslQue. Ce recouvrement est certes partIel mats tout de même importent
cer l'ect1vtté qui éta1t de l, 19 passe 6 2,89 solt un recouvrement de 43,3
p. too.

Cette augmentation est allée croissante de sorte Que 1mois après le début de
notre expérimentation le recouvrement est total, puisque dépassent même le taux
in1tial.

Au bl1ao,

Au regard de ces résultats, nous pouvons dégager la concluslon suivante:

Le fénitrothion insecticide organophosphoré, administré per cutanée chez le
ch1en 610 dose de 130 mg//(g/J pendant une sema1ne ~ntr6îne une forte dépress10n
de l'actlv1tê cholinestérasique du plasme dès les premiers jours de l'lntoxtcetion.
Cette 1nh1bition peut atteindre 66,2 p.l 00 de l'activité choltnestéres1Que 1n1­
ttale.

b) Avec le proptonylthlochollne comme substrat

b-l). Valeurs pré-intoxication: (Valeurs de référence)

la moyenne des valeurs est 1cl de 3,84 ~ole/mtn/ml
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.----,......----r------------,..----------------.--.-.

Pré-intox.

19.01.90 j
1

Post - ;ntoxlcet ionPériode intoxication

k !
22.0190 f 50i90 : 29.019 02.02.90 06.02.90 10,02.90 15,02.90 119,02 Y;

1 1'---+-1----+--..,....--+----+---+1--

45,56 1 37.14 1 38.08 1 89.48 l' 86,44 79,20 73.59 Iii 88.55

69,78 1 27,17 1 20.21 1 50,65 1 80 .62 92,39 96.0"1 ,i 124.56

65,09136.22144.88 187.921118,37 !88,18 77,\6 (80,31

II 63.06 1 44.31 1 50.56 1136.961132.95 1 160.79 136.631137.5

64.87 1 51,65 1 40.08 i 69,00 79,33 122,31 97,1 1120.:',,1

1

1.- 45.64 1 29.17 III 23,76 1 8904 t 96,7 79.52 89.! 7 i114.8:

62,76 35.22 33.8 1 82.1 96.02 95.45 90,62! 107,b

Iii
j 1 l 1 i 1

wo
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100

100

100

100
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2

7

4

3

6

5

Tobleau n° 16: Pourcentage de l'activité chol1nestères1Que après
intoxication de chiens eu fénitrothlon per la voie per
cutanée

dose: 130 mg/kg/jour
substrot =acétylthiocholine
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93.00

i 04,5' 37 .~;

77,4

85.9

97.5

95.2

Post- lntoxlcetlon

101.35

72,'14

85,976.56

96,6

53,2

29.18

25.70

38,44'

32.5

31.22

Période intoxication

1 1 1 1 ! 1 . -
22.01.90 1 25.01.90! 29.019d 02.02.90 1 06.09.90 11002.90 15.02.90 )19029;)

1 ! ~-.---iil-----+----+---+,----
71.35 ! 57,7 1 37.08 1 94.1 ! 83,6 159.8 130 \ 146.5

! 1 Il!
·1 26,4 i 18,45 1 49,76 i 76.8 85,2 90.8 1

!
25.72 1 A5 i 67,28 1 76.5 Il 77,5 j 75,7 1.

39.59 4l5,95: 120 1 124,2 133 126 1

52.94

1 56.5

1

66,12

150,4;

[ 49.49

145.68,

100

100

100
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100

19.0l.90

PRE-INTOX

1'\. Date de

i~
IN' CHIOT \.

! 2

1 3

1 4

! 5

1 6

1 7

1 -

1 X
1

Tebleeu n° 17: Pourcentage de l'ectlvlté chollnestères1Que
après 'intoxication de chiens au fénitrothlon par le

voi e par cutanée

dose: 130mg/kg/jour

substrat = prop1onylth1ochol1ne

rt :B.
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Les valeurs individuelles vont de 1,98 6 4,86.

Orl ne note pas non plus lel une grande veriation individuelle è l'exception
du nOS Qui a une valeur feible comparée aux autres.

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

Nous remarquons comme dans 1e cos de l'acétylchollne, une b~1sse de l'ac­
tivité cho1inestérosiQue moyenne mais aussi individuelle. 18 voleur moyenne
posse de 3,84 (voleur init161e) fi 2,17 dès le début de l'1ntoxlcation soit en ob­
servant le tableau des pourcentages un passage de 100 p.l 00 d'octlvité 6 56,5
p.l00 soit une inhlbition de 43,5 p.l00. Cette lnhlbition se poursuit jusqu'à
l'arrêt de l'intoxication. ll'J voleur globale posse alors de 3,84 à 0,99 soit une
inhlbttion de 74,22 p.l 00.

b-3) . Voleurs post-lntoxicet10n

Elle est caractérisée par le recouvrement de l'activité cholinestéresiQue.
Dés l'arrêt de l'intoxication ( 6U 1er jour Qui suit cet arrêt) , on note un pos­
sage de 25,78 p.lOO d'octivité à 76,56 p.100, soit une récupérotion de 50,78
p.l00. De même comme evec l'acétylthiocholine, on remarque Que 1mois après,
le recouvrement est total.

Nous pouvons en conclusion dire aussi Que tout comme evec l'acétylthio
choline prise comme substrot, les variations observées avec le propionylthio­
choline sont les mêmes.

cl Confrontatior. avec des résultats bibliographiques

La mesure de l'ectlyité cholinestérasiQue variant d'une méthode è une
autre, et exprimée éons des unltés diverses selon les méthodes, le rapproche­
ment des résultats n"est pas aussi aisé. Cependent, sur 10 bose des pourcen­
tages d'inhibition des activltés chollnestérasiQues, les résultats Que nous
ovons obtenus peuvent être comparés à ceux de Sido (62) Qui a réalisé une
étude similaire mais chez des ovins.

Cet auteur note QU'oyec le fénitrothion utilisé per le voie percutanée è 18
dose de 130 mg/kg/j chez les ovins, la dépression est très lente en début d'in­

. tox1cation, l'action d'une dose étant peu perceptible.

Cela est contraire 0 nos résulats obtenus chez les chiots dans des condi­
tions sensiblement identlQues.

Cet auteur note également un recouvrment lent de l'activité chol1nestére­
siQue contraire également à nos résultats.

L'interprétation d'une telle différence résiderait probablement dans 18 dif­
férence de sensibilité liée à l'espèce, dons la différence d'6ge des anlmaux.
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Ceux Que nous evons utf11sés êtent très jeunes è le différence de ceux ut111sés par
5ido 62). Mais 11 faut surtout noter Que chez les ovins l'ectivi lé cholinestéraSiQUe
est érythrocytatre; ce Qul expl1que une recouvrement pl us long de l'act1vaè cholt­
nestêras1Que une fots déprimée.

Sur le plan cltnique cependant. les résultats concordent. Malgré la forte dé­
pression cholinestéresiQue des premiers jours, à eucun moment nous n'aYons ob­
servé des signes d'intoxications; aucun changement dans le comportement des
anlmeux, el1mente1re en pert1cul1er..

Les seuls fafts obserYés sont des signes d'irritation après contect ayec l'in­
secticide entraînent les animaux 6 se gratter ou à se bloUir dans un endroit
freis.

2) Des résultats des dosages des l1pldes et lipoprotéines

Les résultats des dosages Que nous ayons effectués ayant été présentés dans
les teb1eaux 11,12, 13, 14, nous allons dans un premier temps les confronter avec
ceux fournis par1811ttér8ture et Qut ont été réal tsés dans des condttions normales
(sans intoxicat1on) chez le chien.

Nous allons dons un deuxième temps les discuter.

* Compereison avec les résu1tats(g/l) obtenus par Blnsfield

Paramètres

Lipides totaux

Cholestérol

Triglycérides

Binsfleld

10,O-21}6
14,69 t 0,42
1,25 - 2,80
1,99 ± 0,07
0,26 - 3,55
0,86 ± 0..09

Résultats personnels.

1,83 - 3,17
2}33 - 0,49
0,24 - 1,43
0,79 ± 0,55

En comperai son des résultats obtenus par Bi nsfie1d1es valeurs Que nous ayons
obtenus pour le cholestérol sont supérieures 8lors Que celles des Triglycérldes
sont d8ns la fourchette.
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* Comperetson evec les rèsultets de SlHert celculés en g/1 (63)

Siliert Résultets personnels

Peremètres

Upides tot6ux

Cholestérol

Triglycérides

6,22± 1,09

1~28±O, 13

O~48±O,06

2,33±OA9

O,79±O,55

Nos résultets restent supérieurs è ceux trouvés per cet euteur eutent pour
le cholestérol Que pour les triglycérides.

* Comperaison avec les résultats de Boussert et al. (9)

Peremètres

l ipldes toteux

Cholestérol

Triglycérides

Boussert

7,25 ± 3..59

11 ± 2,64

1,42 ± 0,58
2,37 ± 0,47

0,6 ± 0; 18
1,43±0,47

Résultets personnels

0,79 ± 0,55

Les résult8ts Que nous avons obtenus sont comparebles il ceux de cet 8U­
teur 8ussi bien pour le cholestérol Que pour les triglycérides.

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

Per8mètres

Up1des toteux

Triglycérides

De le Ferge

25-7,

05- 1,

Résultets personnels

0,27 - 1,63

Icl nos résu1tets sont légèrement supérieurs è ceux obtenus per cet euteur
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* Compor81son avec les résultats obtenus per Groslembert (g/1) (28)

mâles 3-6 mois n= 10

famenas 3-6 mois n =10

Upides totaux

7,56±O,6

7,26±O,83

cholestérol

2,26±0,44

2,09tO,25

tr1glyc~r1des

O,85±O,28

O,64±O,1 e

Ces résultats concordent avec ceux que nous avons obtenus.

Les dlfférents tableaux comparés ~ nos résultats montrent des valeurs
identiques ou légèrement différents des notres.

Dans ces comparaisons, il faudra tenir compte des procédés utilisés pour
l'extraction des lipides en Question.

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

3/ Comparaison des fluctuations de l'activité cholinestérastQue et des
taux lipoprotéiques. Les résulats de nos dosages pré-intoxication étant
proches de ceux trouvés dans la 11ttérature, ceux obtenus en période d'intoxi­
cation et après intoxication sont de même fiables. Nous pouvons alors discuter
de ces valeurs en suivant leurs fluctuations telles Que résumées dans le ta­
bleau 15.

L'examen de ce tableau montre Que:

* Les vlauers de l'activité chol1nestérasiQue (telles Que déjê commentées
précemment) subissent une dépression pendant la phase d'intoxication, puis
retrouvent leur taux inHiel è l'arrêt du protocole d'intoxication.

* Les valeurs de cholestérol, triglycérides, HDL cholestérol, LDL cholesté­
rol ne suivent pas les mêmes fluctuatlons que l'activité cholfnestérasiQue dans
le temps.

On ne peut parler de conclation positive entre les paramètres lipoprotéi­
ques et l'activité chollnestérasiQue. les constituants ltpoprotélques ne subis­

. sant eueune dépression en début ou tout eu long de l'intoxication. Leurs t8ux
fluctuent autour d'une valeur plus ou moins constante.

Ces résultats sont alors en contradiction avec ceux obtenus par Retjo (55)
chez le lapin ou chez l'homme mais en conformité avec ceux trouvés par Houeto
(32) chez les appllcateurs d'insecticIdes organophosphorés.

La preuve d'inter relations entre l'ipides. lipoprotéines d'une part et pseu­
do-choltnestérases de l'autre n'est pas apparut 8 travers nos résultats obtenus
chez tes chiens.
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La mesure de l'actiyité choltnestérasiQue est l'élément de certitude dens le
diegnostic des intoxictttions par les insecticides organophosphorés.

Al'Ecole Inter-Etats des Sciences et Médecine Vétérinaires de Dakar, de nom­
breux travaux ont été réallsés dans le département de Pharmacie-Toxicologie en
vue d~ la détermination des actiyités cholinestérasiQues chez différentes es­
pèces. En effet, en raison d'une analogte structurale avec l'acétylcholine média­
teur chimique du système nerveux para-sympathique, les insecticides organo­
phosphorés viennent se 11er aux chol inestérases, enzymes chargés de le dégrada­
Uon de ce substrat, inhibant ainsi l'activité chol1nestêrasfQue; d'où l'util1satlon
de la mesure de cette activité cholfnestéraslQUe pour le diagnostic de ces intoxi­
cations.

Meis il semble aussi Que ces chol1nestérases interviennent dans d'eutres pro­
cessus physiologiques parexernple dans le métabolisme des lipides et des lipopro­
téines.

* Selon KUTTV et al. (38), les pseudochollnestérases s'associeraient quelque­
fois aux lipides et llpoprotéines pour former un complexe.

* Selon CHU et al. (12), l'activité des pseudochol1nestérases augmenterait
proportionnellement 6 celle des triglycérides et du cholestérol.

*Les travaux de Rei j 0 (55) ont montré 1achute concomi t tante de l'ectiYlté des
chol1nestérases et des taux de cholestérol et de LDL chez des lapins intoxjqués au
dichlorvos.l1s ont aussi noté une remontée de ces paramètres dès l'arrêt du proto­
cole d'intoxication.

Nous avons voulu dans le cadre de cetrayail, nous consacrer 61'êtude de ces in­
ter relations et apporter ainsi notre contribution. Nous avons donc été con­
duits:

- dans un premier temps :

è edministrerdu fénitrothion 610 dose de 130 mg/kg/jourdurant une semaine
parla y01e percutanée et èapprécierparollèlement les différents paremètres pen­
dant et après llntoxication.

Les résultats obtenus sont les suiv6nts :

- dans les conditions normales;

* Activité cholinestérosique

Acétylthiocholine: 3,52 ±1,2 (~oles de substrat
hydrolysé/mn/ml de plasma)

Prop1onylth1ochol1ne : 3.84±1,04 (pmoles de substrat
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hydrolysé/mn/ml de plasmc)

* Toux lipoprotélQue

cholestérol

triglycérides

HDl cholestérol

LDl cholestérol

2,33:!: 0,4 (g/t)

0,79 t 0/55 (glU

1AS t 0/33 (g/n

1,93 t 0,79 (g/1)

- pendant l'intoxicet1on

Nous OYons noté une dépression de l'octiYité chol1nestérosiQue oyec les deux
substrats; dépression de l'ordre de 75 p.l 00 ayent l'flrrêt de 1'1ntoxication et des
fluctufltions pour les paramètres de la llpémie.

- après 1'1ntoxicetion

Nous avons noté une remontée rapide de l'ectiyité chol1nestérosiQue.

Ouant eux taux de cholestérol, triglycérides, HDL cholestérol, et lDL cholesté­
rol, 115 sont restés sans modification importante en relation avec l'intoxica­
tion.

les résultats obtenus dans les conditions normales c'est dd1re ovant adminis­
tration du fénitrothlon sont de façon générale conformes eux valeurs usuelles.

Et è la lumière des résultats obtenus eprès intoxlcot10nl nous pouvons dlre que
l'administration du fénltrothion par la VOle per cutanée è la dose de 130
mg/kg/jour pendant une semaine 6fortement déprimé l'6ctlvitè chol1nestérasi­
que jusqu è un seun de 25 p.l 00 evant d'accuser par 1asuite une remontée qu1 est
allée croissante.

L'effet du fénitrothion sur les taux llpoprotéiques n'est pas évident. Nous
avons observé des fluctuat ions Qui ne semblent pas être en rapport avec l'1ntoxlco-

. tlon. Cecl confirme les résultats récents obtenus dans le même laboratoire avec
des applicateurs d'insecticides orgenophosphorés. Nous avons noté que l'actiYité
cholinestérasiQue et les taux des frections li poprotélQues étudiées n'ont pes sUlvi
une vanation par/311èle.

Aussi notre souhait est de voir ces expériences se poursuivre sur de nom­
breuses espèces ann de préciser les variations déjo signalées chez le lapin.
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