ECOLE INTER - ETATS DES SCIENCES ET MEDECINE VETERINAIRES

THESE

Présentée et Soutenue Publiquement le 9 Mal 1992
davant la Faculté de MEDECINE et de PHARMACIE de DAKAR Pour Obtenir le grade e
DOCTEUR VETERINAIRE
( DIPLOME D'ETAT)

Par

Sidy FALL
Né le 02 02 1963 3 KAOLACK ( SENEGAL )

PRESIDENT du JURY : Mr. FRANCOIS DIENG
: Professeur & la faculté de Médecine et de Pharmacie de Dakar

DIRECTEUR et RAPPORTEUR : Mr Francois Adebayo ABIOLA Professeur Agrégé 4 IEISMV de Dakar

MEMBRES du JURY ©: Mr Germain JEROME SAWADOGO Professeur agrégé a I'EISMV de Dakar
: Mr Malang SEYDI Professeur agrégé a I'EISMV de Dakar

: Mme Sylvie GASSAMA Professeur agrégé a la faculté de Médecine et de
Pharmacie de Dakar




tOECOLE INTER~ETATS
¢S SCIENCES ET MEDECHHI ANl UNIVERSITAIRE 1591-71992

JETERINAIRES BE DAKAR

LISYE DY PERSONILL BNSETGHAAT

. - P ,RJOHHII A PLEIN HI S

1 - ANAIOHH—H!‘»I LOGTE-LTHBRYOLOGTE

Kon-di AGRA tiative de Conférences Aorégé {Vacataire
Jacques ALAMAROT Assistant
Laharadi ARTADOL Gieniteur

2 = CHIRURGIE- REPRODUCTION

Papa Il ftassane DIOP Maitre de Conférences Agrégé

Latyr FAY IS Moniteur

Laurent SiINA Moniteur

3 - ECONOMLE - GLESTIOY

Hélene (Lime) FOUCHER Assistanle

4~ NYGIENE ET THUUSTRIE DES DENREES

ALIMEHTATRES D'ORTIGHIE ANTMALE (HTTDAOA Y

Malano Sy Maitre de Conlérences Agrépd
g Papa Hdary MEAT FMonifewr
Fatime (Mllc) DIOUI Moniteur

5o~ MICROBIOLOGTE-T M HOLOGLHL

|

| PATHOLOGIE JHERCTTEUSY
Justin Ayayi  AKAKPO Professcur titulairve
Jean OUDAR Professeur
Rianatou (Mmc) ALAMBED]IT Assisiante

Souaibou FAROUGHN Moniteur




6 - PARASITOLOGIE-HALADIES PA

SITATRES-ZOCLOGIE

Louis joseph PANGU!

Jean-Carvé  MINLA ALTT OYONO

Fatimata (ille) DIA

7 — PATHOLOGIE MEDICALE-AMNATOMIE

Yalacé Y. KADBOREY
Picrre DECONINCK

Mouhamadou M. LAJAMI

tiaftre de Conférences Agrégc
Moniteur

Moniteur

Assistant
Assistant
Vacalaire

Ltoniteur

Papa Aly DIALLO

8 - PHARMACIE-TOXICOLOGIE

Francois A. ABTOLA Maftre de Conflérences Agrégé
Boubacar DIATTA Moniteur

O - PHYSIQUE-THERAPEUTIQUE-PUART ACODYNANIE
Alassane GLRIEE Crofesseur Titulaire
MOUSSA ASSAHE Maftre de Conférences Agrégé
Nahar BATACAT TATIR Moniteur

Germain Jéréme  SAWADOGO Maftre de Conférences fAgrégd

Moussa TRAQORE HMonitenr

11 - ZOOTECUNIE — ALIMEITATION

Ghoeulcon Pafou  GONGHET ihatltre-Assisiant

Ayao 1715S50HOY Assistant
Amadou GUEYE tloniteur




1. — PERGONNEL VACATAIRE

(oréva)

- BIOPHYSIQUE
René NDOYE
Alain LECOMTE

Sylvie (Mme) GASSAMA

- BOTANIQUE - AGROPEDOLOGIE

Antoine HOHGONTERMA

- PATHOLOGIE DU BETATL

Magatte HDiAYL
- ECONOWIE
Cheikh LY

- AGRO-PEDOLOGIE

{ilioune DIAGNE

Professeur

Faculté de Médecine et de Pharmacie
Université Ch. Anta DIOP de DAKAR

Maitre—-Assistant

faculté de Mdédecine et de Pharmacie
niversitd Ch. Anta DIOP de DAKAR

Matire de COnférencoes Agrégée

Facultd de Mdédecine et de Pharmacice
Université Ch. Anta DIOP de DAKAR

Professcur

ITAK — Institut Ch. Anta DIOP
Universit® Ch. Anta DIOP de DAKAR

Doctey Vétdrinaire - Chercheur

Laboratoire de Recherches Vétdérinaire
de DARAR

Docteur Vétérinaire - Chercheur

FAO - BAiJUL

Docteur Ingénieur

Département "Sciences des Sols'
Lcole Nationale Supéricure d'Agronomie
THIES



- SOCIOLOGIE {URALE

e o o oy s P gt A T

Qussouby TOURE Sociologue

Centre de suivi Rcologique
Ministére du Développement Rural

‘[1. - PERSONNEL EN ®ISSTON (Prévul
- PARASITOLOGIE
Ph. DORCHITES Professcur
EHY - TOULOUSE (France)
I KILANI Professcur

ENMV SIDT THABET (Tunisic)

~ ANATOMIE PATHOLOGIQUE SPECIALE

G. VANHAVERBEKE Professeur
ENY - TOULOUSE  (France)

- ANATOUILE

Y. LIGNEREUX Professour
ENV — TOULOUSL (Francce)

A. CHABCHOUB Profeseur
ENMV SIDI TYABET (Tunisie)




Mile A. LAVAL
M. ZRELLL

- ZOOTECHNIE-ALIMENTATION

e A e — = et e e v e e —

A. BENYOUNES
~ GENETIQUE
D. CLANCI

- ALIMENTATION

R. PARIGI-BINI

R. GUZZINATI

— ANATOMIE PATHOLOGIQUE GEHRRALL

A. AMARA

-~ CHIRURGIE

A. i CAZIEUX
— 0BSTETRGUE
A. MAZOUZ

Professeur
ENV - ALFORT (France)

Professeur
YNMV - SIDI THABET (Tunisie)

Professeur
EHMV SIDI THABET (Tunisie)

Profcsseur
Université de PISE  (Italie)

Professcur
Univarsité de PADOUE (Italie)

Docteur
Université de PADQUE (ltalie)

Maftre de Conférences Agrégé

ENMV SIDI THABET (Tunisie)

Professeur
ENV - TOULOUSE (France)

Maitre~Assistant
Institut Agronomique et Vétérinaire

HASSAN Il -~ (Rabat)



- PATHOLOGIE INFECTIEUSE

P = e o S e g i g o i o o Sy

J. CHANTAL

~ DENREOLOGIE

WP ot e

1. RO7Z(ER

. s e e o L . e o et o e . e e T

k. ROMDANE

P. BENARD
- PHARNMACLE

1. D. PUYT

- TOXICOLOGIE

G. SOLDANI

P}lYolga BT CHUMIE BIOLOGLQUES

Professeur

ENV - TOULOUSE (France) -

Professcur
ENV -~ ALFORT (France)

ET MEDICALES

Professeur

ENMV S1DI THABET Tunisie)
Professeur
ENV - TOULOUSE (France)

Professcur
ENV - NANTES (France)

Professeur

Universit de PISE (Italie)



JE DEDIE CE MODESTE TRAVAIL A :

ALLAH LE TOUT PUISSANT ;

SON PROPHETE MOUHAMMED P.S.L. ;

Mon pére Aty Maolana FALL

Votre humanisme profond péché dans la pure tradition musulmane fait de vous

une référence.

Merci, de m'avoir entretenu de la puissance du verbe de DIEU ;

Ma mére Fatou FALL

Femme honorable. Ce travail est le résultat des sacrifices consentis a mon égard.
Profond amour filial ;

Papa Mbarick FALL ;

Ma tante Astou FALL ;

Mon homonyme Sidy FALL

Trouvez ici 1'expression de ma profonde reconnaissance ;

Ma cousine Oumou FAILL

En témoignage de vos actions louables pour 1'union de la famille ;

Mes fréres et soeurs

MAH, Mounina, Youma, Ibrahima, Lamine Aidara, Mohamed Yakhya, Coumba,Alda et FATOU
Pour un bel esprit de fraternité et de solidarité ;

Mes cousins, cousines, neveux et niéces

Salif, El1 Hadji, Salma, Aty, Coumba, Mame Diarra, Papa Samba Yaya,

Amadou Bamba WELLE

Profonde gratitude ;



Mon beau-frére Ibrahima MBAYE

Grande hauteur de coeur — Remerciements sincéres ;

La mémoire de Ahmed DICKO ;

Yaye Awa FALL ;

Makhtar DICKO "Elias" ;

Ahmed FALL et sa famille ;

Mon grand-pére E1 ladji FALL

Grande sagesse ;

Tonton Cheikh FALL

El Hadji Mamadou TALL dit Doudou, sa femme Ndack, sa mére Adja Yacine SECK ;
Monsieur Boubacar NDONG, grand éducateur ;

Monsieur BARRY ;

Mes amis

Yamar, Boubacar, Tanou, Tapha DIOUF, Babacar DRAME, Ibrahima DABO, Modou FALL ;
A 1'Amicale des anciens enfants de troupe ;

A la 18 éme promotion de 1'EISMV et a son parrain Papa El Hassane DIOP ;

Mes promotionnaires et amis

Amadou Ndéné FAYE, Makhtar CISSE, Mamadou NDIAYE, Baba Traoré FALL "Mao"
pour la consolidation des rapports d'amitié ;

Tous mes camarades de 1'EISMV ;

Au Sénégal ;
A 1'Afrique.



REMERCIEMENTS

-~ A monsieur GAYE, du Département de Physiologie de 1'EISMV pour son aide technique

- A Monsieur Papa Abdoulaye DIAW, Technicien au Département de Pharmacie-Toxicologie

de 1'EISMV ;
~ A Madame DIOQUF, bibliothécaire a 1'EISMV ;

- A Madame CAMARA née FFatou Niang

En témoignage de sa collaboration franche et sincére.



A NOS MAITRES ET JUGES

— Monsieur Frangois DIENG
Vous nous faites un grand honneur en acceptant de présider notre jury de thése

Hommages respectueux.

- Monsieur Francois Adebayo ABIOLA
Vous avez dirigé ce travail avec un esprit de méthode exemplaire et une grande
rigueur scientifique.

Profonde reconnaissance.

— Monsieur Germain Jérdme SAWADOGO
Vous avez accepté avec spontanéité de faire partie de notre jury de thése,

Remerciements sincéres.

— Monsieur Malang SEYDI
Malgré votre emploi du temps chargé, vous avez accepté de juger ce travail.

Nous vous sommes vivement reconnaissants.,

— Madame Sylvie GASSAMA
C'est avec plaisir que vous avez accepté de siéger dans notre jury malgré vos
nombreuses préoccupations.

Remerciements sincéres.



" Par délibération, la faculté et 1'école ont décidé que les opinions
émises dans les dissertations qui leur seront présentées, doivent étre
considérées comme propres d leurs auteurs et qu'elles n'entendent leur

donner aucune approbation, ni improbation".



INTRODUCTION

PLAN

PREMIERE PARTIE : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

CHAPITRE I

L T T T I S L

-

2.1.
2.2.
2.3.
2.4,
2.5.
2.6.

. 3.

3.1.

. 3.2.
. 3.2.1.

3.2.2.
3.2.3.

. 4.

4.1,

. 4.2.

. 4.3.

. 4.3.1
. 4.3.2.
. 4.3.3.

5.

. 5.1.

5.1.1.

. 5.1.1.1.
. 5.1.1.1.2.
. 5.1.1.3.
. 5.1.1.4.

5.1.2.
5.1.3.
5.1.3.1

. 5.1.3.2.

5.1.3.3.

. 5.1.4.

5.2.

: GENERALITES SUR LES INSECTICIDES ORGANOPHOSPHORES

LES CHOLINESTERASES ET PSEUDOCHOLINESTERASES

Définition

Structure et classification

Les phosphates

Les thionothiophosphates ou phosphothioates
Les thionotiophosphates

Les phosphonates

Les phosphoramides

Autre type de classification

Les propriétés physico-chimiques
Les propriétés physiques

Les propriétés chimiques
L'hydrolyse

Les propriétés alkylantes
1.'isomérisation

Usages des insecticides organophosphorés
Usages agricoles

Usages sanitaires

Usages thérapeutiques

Traitement des parasitoses externes
Traitement des différentes myiases
Traitement des helminthoses
Intoxication chez les animaux

La toxicocinétique

Les voies d'absorption

La voie digestive

La voie pulmonaire

Le contact cutané

La voie muqueuse

Transport et distribution
Réactions de biotransformations
Réactions d'oxydation

Réactions d'hydrolyse

Réactions de conjugaison
Elimination

Etude toxicologique des insecticides organophosphorés



I. 5.2.1.
I. 5.2.1.1.
I. 5.2.1.2.
I. 5.2.1.3.
I. 5.2.2.

I. 5.2.3.

I. 5.2.3.1.

I. 5.2.3.1.1.
a/

Circonstances d'intoxication
Intoxications d'origine accidentelle
Intoxications d'origine thérapeutique
Intoxications malveillantes
Toxicité et facteurs de variation de la toxicité des insecti-—
cides organophgosphorés
Etude clinique des intoxications

Mécanisme d'action des insecticides organophosphorés

Les cholinestérases
Les acétylcholinestérases ou cholinestérases vraies ou

spécifiques

b/ Les pseudocholinestérases ou cholinestérases non spécifiques

I. 5.2.3.1.2.

I. 5.2.3.1.3.

. 5.2.3.2.

. 5.2.3.2.1.
. 5.2.3.2.2.
. 5.2.3.3.

I.5.2.3.3.1.
I.5.2.3.3.2.
I. 5.2.3.3.3.
I.5.2.3.4.

I. 5.2.3.4.1.
I. 5.2.3.4.2.
I.5.2.3.4,3.

T S -

Mécanisme d'hydrolyse de 1'acétylcholine par 1'acétylcholi-

nestérase
Mécanisme d'inhibition de 1'acétylcholinestérase par les
organophosphores

Les symptdmes des intoxications

Symptdmes de 1'intoxication & court terme
Symptdémes de 1'intoxication i long terme
Le diagnostic des intoxications

Diagnostic clinique et épidémiologique
Diagnostic nécropsique

Diagnostic de laboratoire

Traitement des intoxications

Elimination du toxique

Traitement symptomatique

Traitement spécifique

CHAPITRE II:LES LIPOPROTEINES ET RELATIONS ENTRE PSEUDOCHOLINESTERASES
ET LIPOPROTEINES

II. 1.

II. 1.1.
Ir. 1.2.
IT. 1.3.
II. 1.4.
IT. 1.5.
II. 1.6.
II. 1.6.1.
II. 1.6.2.
II. 1.6.3.
II. 1.6.4.
II. 2.

Les lipoprotéines
Définition

Structure des lipoprotéines
Classification

Propriétés physiques et composition
Les lipoprotéines chez le lapin
Métabolisme des lipoprotéines
Métabolisme des chylomicrons
Métabolisme des VLDL
Métabolisme des LDL
Métabolisme des HDL

Relations entre pseudocholinestérases et lipoprotéines

of e



DEUXTEME PARTIE : ETUDE EXPERIMENTALE

CHAPITRE I : MATERIEL ET METHODE D'ETUDE

I. 1. Matériel d'étude

I. 1.1. Les animaux

I.1.2. L'insecticide organophosphoré

I. 1.3. Le matériel technique et de laboratoire
I. 1.3.1. Le matériel technique

I. 1.3.2. Le matériel de laboratoire

I. 1.3.2.1. Les appareils

I. 1.3.2.2. Autres matériels

I. 2. Méthode d'étude

I. 2.1. Protocole d'administration du FENITROTHION
I. 2.1.1. Dose de FENITROTHION

I. 2.1.2. Voie d'administration

I. 2.1.3. Protocole des prélévements

I. 2.2. Technique de prélévement de sang

I. 2.3. Mode opératoire de dosage

I. 2.3.1. Mesure de 1'activité cholinestérasique

1/ Principe
2/ Méthode
1. Réactifs

2. Technique de dosage

2.3.1.3. Détermination de 1'hydrolyse enzymatique du substrat
2.3.1.4. Méthode de calcul de 1'activité cholinestérasique
2.3.2. Dosage des lipoprotéines

. 2.3.2.1. Dosage des HDL cholestérol
. 2.3.2.2. Dosage des LDL cholestérol

e e e
. L] L]

CHAPITRE ITI : RESULTATS — DISCUSSIONS

I1. 1. Résultats

II. 1.1. Résultats du dosage de 1'activité cholinestérasique

I1. 1.2. Résultats du dosage des lipoprotéines

I1. 1.3. Etude comparée de 1'évolution des paramétres lipoprotéiques

et de 1l'activité cholinestérasique

II. 2. Discussions

IT. 2.1. Du choix des animaux

II. 2.2. De la conduite des expériences
II. 2.3. Des résultats

I1. 2.3.1. De 1'activité cholinestérasique

II. 2.3.1.1. Sang total ...



IT. 2.3.1.2. Plasma

II. 2.3.1.3. Erythrocytes

II. 2.3.1.4. Confrontation avec les résultats bibliographiques

II. 2.3.2. Des lipoprotéines

IT. 2.3.3. Comparaison des fluctuations de 1l'activité cholinestérasique

et des taux lipoprotéiques

CONCLUSION



.

/ITNTRODUCTION

Parmi les orientations de 1'industrie chimique, figure en bonne

place le développement du monde rural. C'est pourquoi nous assis-

tons depuis longtemps & la mise sur le marché de produits agrophar-
maceutiques dont les insecticides organophosphorés (I.0.P.) connus
pour leur usage agricole mais également pour leur importance théra-
peutique et sanitaire. Ils sont cependant & 1'origine d'intoxications
dangereuses aussi bien chez 1'homme que chez les animaux. Le traitement
de ces intoxications pour étrc efficace nécessite ‘un diagnostic pré-
coce. La technique la plus utilisée au laboratoire pour établir une
certitude d'intoxication par les I.0.P. est la mesure de 1'activité
cholinesterasique qui subit une dépression dés les premiéres heures qui

suivent 1'intoxication.

Par ailleurs, les cholinestérases sériques forment selon LAWRENCE et
MELNICK (24) des complexes avec les lipides et les lipoprotéines. Cette
connaissance fut trés intéressante dans une perspective d'amélioration
des méthodes de diagnostic.

C'est dans ce cadre que se situent nos travaux.

11 s'agit d'essayer de renfércer les moyens de diagnostic, lors d'into-

xication par les insecticides organosphorés. Pour ce faire, nous étudie-
rons les corrélations qui existent entre les chol mestérases et les li-

poproteines notamment les LDI cholestérol et HDL cholestérol durant les
intoxications par le Féritrottdan (IOP) chez le lapin.

Ce travail comprend deux parties :

* la premiére partie est une étude bibliographique sur
les insecticides organophosphorés, les lipoprotéines, les cholinestérases
et pseudocholinestérases et les inter-relations entre ces différents

éléments 3

* la deuxiéme partie est une étude expérimentale consa-
crée a4 la mesure de 1'activité cholinestérasique et au dosage des LDL
cholestérol et des HDL cholestérol.

of e



PREMIERE PARTIE

Cette partie comporte deux chapitres :

- un qui traitera des généralités sur les insecticides organophosphorés,

les cholinestérases et les pseudocholinestérases,

- 1'autre chapitre concernera les lipoprotéines et les relations entre
ces éléments et les pseudocholinestérases.
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CHAPITRE I

e o e ey S g e v e

GENERALITES SUR LES INSECTICIDES ORGANOPHOSPHORES, LES CHOLINESTERASES

ET LES PSEUDOCHPLINESTERASES

I.1 D ITION

Les insecticides organophosphorés (IOP) sont des composés organiques de
synthése.

Ils dérivent de 1'acide orthophosphorique et ont une structure aliphatique,
cyclique ou hétérocyclique. Ils scr> doués de propriétés anticholinestérasi-

ques, base de leur activité mais aussi de leur toxicité.

1. 2 STRUCTURE ET CLASSIFICATION

Les IOP sont du point de vue chimique des esters ou des amides de 1'acide
orthophosphorique (H3PO4) .

Représentation de la structure générale des IOP

lRl
X=P OR
OR ¢

X et X' sont des atomwes d'oxygéne ou de soufre
R et R' sont des radicaux aliphatigues cu aromatiques.
Cette structure est le principal critére de classification chimique des

insecticides organophosphorés.

I. 2,1. Les phosphates
X=0 X'=0

Excaples :

* Dichlorvos
R = CH3 R' = < CH = CCI12

Cette strrcture lui confore 1o noa chimiqre de dimethyldichloroviny? phosphate

0 — CH,.CF — CC12

0e—p 2 0_ cHs
\ 0 —CH3
* Mevipphos ?I
R = CH3 R’=—IC=.CH—C-(EH3

CH3
./...
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Cette gnyture conduit d la formule générale
0 -C—CH-C - 0cH3

0=pP—"
cH3
0 - CH3
0 - CH3

I. 2,2. Les thionophosphates ou phosphothioates

X=395 X =0
C'est le groupe le plus important des insecticides organophosphorés.

Exemples :

* Parathion

R = - CHy - CH3 ‘R’=—-——<:_/5\_"°

0 o P= NOz
s_:P{_ OCH? = CH3

0 CHp - CH3

C'est 1'un des IOP les plus toxiques.

* Fenitrothion

- CH3

R = CH3 ' R! = —<_(_D_f~—‘mz

CH3

0OV NO2
S =P=.0 -~ CH3}
::.0-0113

Son nom déposé est le SUMITHION. Il est trés utilisé par la Direction de
Protection des Végétaux du Sénégal.

C'est ce produit que nous avons utilisé dans nos travaux.

I. 2.3. Les Thionothiophosphates

X=3S X'=S
Exemple :
* Malathion
R =CH3 . R' = - CH - COOC2 Hs
CH2 - CO0OC2 Hs
./O..



Ce qui donne la formule

- CH - C00C2 HS5
S=P<s CHy - COOC2 Hs

0 CH3

0 CH3
C'est le composé le moins toxique d'ou son utilisstion dans les locaux
agricoles et contre les ectoparasites du bétail.

I.2.4 Les phosphonates
Leur formule générale posséde une fonction phosphate ~ carbone.

R3

OaP/Rz

R}

&
:
&

* Trichlorfon
Cl

-

- C=——C(1

CH
O=P/£)H \.Cl
kt::::::::ifm
H3

I. ?.5. Les phosphoramides

Leur formule généralc est la suivante 3

/R3
N
0 = P N

\ Ro
OR:

Les phosphoramides sont des dérivés beaucoup plus rares. Nous citerons le
crufomate (RUELENE) qui est un insecticide endothérapique, trés peu toxigue,

actif contre les parasites du bétail.

I. 2 6. Autre type de classification

Sur le plan chimigue, les insecticides organophosphorés peuvent étre regroupés

en quatre classes principales, comme le montre le tableau 1.

ofeee




sans effet au bout de 3 mais.

TAIEAU 1 LES BRINCIPALES (LASSES DES INSRCTTCTINS CROANOPHOSPHIRES
[aaaaw REMANENCE RIMINANTS . DL 50 R4 POISON | TOXICTIE
PHOSPHD -~ Dﬁmﬂmwl!— NM |TEMPS DE DE- | DL 50 |DOSE MINI- ‘;’t’ es(ﬂg‘;ze OLFAX  \yoye cuma (mg/1) GRONITOE
RES MIE USAE o | GRADATION RAT Per| MM LETHA- (mg/Kg) |NEE D1 50 C.M.S.E.
(CLASSE) APPROXTMATTE | os LE (me/Xg) (me/Ke) 48 h
90 p.100(j) |(me/Kg) |Adultes
Veoarx
Dichlorves 4 UAPGNA 2 -5 25 5 10 -~ 7-9 59 0,7 250
ATGARD
PHOSPHA- |MEVINPHOS P - IRIN | 3-7 3 - - - 1-4 3 - 0:8
TrS CHLORFEN- v PG4 |15 - 30 12 20 2 | 120 (@) - 31 ~ -
VINPHOS
THEND- | PARATHION P 15 3 2 (L) 0,5 3 (V) 2-5 4 0,04 1
PHOSPHA- | COUMAPHOS v |AavIi. - 13 25 (Bov) - 30 860 - 5
TRS ~
(+HOGPHL| GHLORPY -
TIONATES| RIPHOS P {skSBAN - 100 500 - 20 -50 | 2000 - -
THINO- V| YN | 7 - 15 880 |00 D = 200 2000 0502 100
THIOPHE CARBOPHEA P TRITHION| 15 - 30 6 25 P ) 0,2 5
BATES | NOTHION
PHSPHORO| TRMEPHOS P ARATE 60 1000 - - - - 1000 1,5 2
| DTTHIOATE,]
BLSPHD- | CRUFORMATE vV |REEE ~ 660 | 100 50 | 15 (FC) - - - 10
RAMIDES bxamaam v |Ne@my | 10 - 15 450 |75-100 10 - - 2800 0,16 500
Source : KHX (20) V : Usage vétérinaire N : chien
P : Usage phytosanitaire FC : porc
C.M.S.E. ¢ Concentration mxdmale BV : bovin
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I. 3 Les propriétés physico-chimiques

I. 2.7, Les propriétés physiques

Les IOP se présentent sous les formes de liquides visqueux incolores ou
brunitres. Ils ont une odeur alliacée, désagréable. La solubilité de ces
composés est faible dans 1'eau sauf le trichlorfon, le DFP (di-isopro-
pylfluorophosphate) et le mevinphos qui sont trés hydrosolubles. Les IOP
sont trés solubles dans les lipides; ce qui explique leur pénétration

per~cutanée.

I. 3 2. Les propriétés chimiques

Parmi les nombreuses propriétés chimiques des IOP, nous retiendrons princi-

palement 1'hydrolyse, le pouvoir alkylant et 1'jisomérisation.

I. 2.2.1 L'hydrolyse

La vitesse d'hydrolyse des composés organophosphorés est fonction de la
structure chimique et des - conditions e réaction qui sont :

le pH, 1a température, la nature du solvant ou 1'existence du catalyseur.
Par exemple 1'accroissement de la température augmente la vitesse d'hydro-

lyse dans des proportions importantes.

I. 2 2.2. Les propriétés alkylantes

Elles ont été largement étudides par ETO (13). Les propriétés alkylantes
permettent d'expliquer certaines activités biologiques des esters phospho-
riques. Bn outre, ces propriétés alkylantes servent pour la synthése de
certains dérivés. Ainsi, 1'action d'agents nucleophiles tels que les amines
ou 1'iodure de sodium permet la préparation de derives dimethyles des compo-

sés organophosphorés.

I. 3 2.3. L'isomérisacion

Cette propriété est liée a la présence de cinq valences non identiques du
phosphore. Ceci permet de comprendre certaines réactions d'isomérisation

par échange entre différents atomes.

Par exemple, au cours de la préparation de certains thionophosphates, la
température peut produire une isomérisation Le parathion peut ainsi contenir
5 a 25 p. 100 d'isomeres S. Ethyl (7).

oSeeo
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I. 4, Usages des insecticides organophosphorés

Les composés organophosphorés ont été utilisés au départ, entre autres, &
des fins militaires. En effet, juste avant la seconde guerre mondiale, des
chimistes allemands synthétisérent de nombreux €Sters organophosphorés
dont les plus toxiques (tabun, sarin, soman) furent sélectionnés comme garz
de guerre. Mais heureusement, les allemands ne se servirent jamais de ces
substances. Les IOP sont utilisés dans les domaines, agricole, sanitaire,

thérapeutique.

I. 4.1. Usayzes agricoles

Les IOP sont trés utilisés en vue de la protection des SAENCES et de.
traitements des cultures (1ézumes, céréales, fruits) contre les insectes

o3 acariense.

I. 4.2. Usages sanitaires

Ils consistent a& la désinsectisation des locaux d'habitation et d'élevage.
Les composés organophosphorés sont trés actifs contre les mouches, les
moustiques et autres insectes nuisibles.

Diverses formes d'utilisation existent 2

* la pulvérisation :
* 1'épandage 3

* les plaquettes a libération progressive

I. 4.3. Usages thérapeutiques

Les principales indications des organophosphorés en médecine vétérinaire

sont des cas de parasitoses.

* Ectoparasitoses clues aux arthropodes $
* différentes myiases 3

* helminthoses.

I. 4.3.1 Traitement des parasitoses externes

Les insecticides organophosphorés sont utilisés dans la lutte contre les pa-
rasites externes des animaux comme : les punaises, les puces, les poux, les
formes d'utilisation de ces produits sont : poudre, solutions émulsionnables

en bains ou en aspersions, collier insecticide & libération progressive.

o eue
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I. 43.2. [Traitement des différentes myiases
Les IOP ont été utilisés contre les myiases cutanées du mouton promées

dans les pays chauds par les larves de Lucilla sericata. Pour cette larve.
les applications locales ou le traitement général per os avec du Fenchlorphos
ou avec du Coumaphos ont donné de bons résultats. Chez le cheval, les larves
gastriques de gasterophiles ont été traitées au trichlorfon par le voié orale
avec succés. Chez le mouton, les larves cavitaires d'Oestrus ovis ont été

tuées par. des applications locales de Ruélene (8).

I. 4.3.3. Traitement des helminthoses

Le traitement des helminthoses par les insecticides orgenephospborés est
assez délicate car les effets varient avec les composés utilisé: . la dase

d'emploi, 1'espéce de parasite et son stade d'évolution (18).

I. 5. Intoxication chez les animaux

I. 5.1, La toxicocinétique

Le devenir des insecticides organophosphorés dans 1‘'erganisme découle de
deux propriétés essentielles ¢ la liposolubilité et la faible stabilité
chimique. La liposolubilité conditionne le passage & travers les membranes
biologiques 3 elle régle 1'absorption et la distribution de ces composés .

1.5.1.1. Les voies d'absorption

Les insecticides orgenophospborés pénétrent par  différentes voies d'ab-

sorption : digestive, pulmonaire, cutanée ou muqueuse,

1.501.1.1‘ L'a Wie digegt-ive

Par la voie digestive, les insecticides organophosphorés sont rapidementré-

sorbés et sont décelables dans le sang moins d'une demi~heure aprés (15).

1.5.1.1.2, La voie pulmonaire

L'absorption par la voie pulmonaire a lieu lors d'une exposition 4 des aéro-

sols d'insecticides organophosphorés.

1.5.1.1.3. Le contact cutané

Le contact cutané est importent aussi bien en médecine humaine que vétérinaire.

Chez 1'homme, c'est sans doute la voie de pénétration la plus importante lors

Seon
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d’intoxication prefeesionnclle (menipulateurs, pulvériscecurs). La
vitesse et 1'intensité de la pénétration trangcutanée des insecticidoe
organosphorés augmentent avec la température (35).

I.5. 1 2. [Transport et distribution

Lorsque les insecticldes organosphorés sont absorbés, ils sont véhiculés
par le samg jusqu'aux divers organes ou ils vont se localiser. Cette
localisation est fonction de la teneur des organes en lipides. On les

retrouve ainsi dans :

* les tissus nerveux ou ils exercent leur activité toxique
* les tissus adipeux avec un certain temps de latence
* le foie ou ils subissent des biotransformations trés inten-

ses en général.

Un taux trés faible est retrouvé dans les muscles. Aprés s'étre fixés,
les insecticides organosphorés vont subir des réactions de biotransfor-

mation.

I.5.1_ 3. Réactions de biotransformation

Beaucoup d'insecticides organosphorés ne sont pas directement actifs,
mais activés en produits toxiques dans 1'organisme grice & trois princi-

paux types de réactions :

* les réactions d'oxydation;
* les réactions d'hydrolyse;

* les réactions de conjugaison.

1,5.1,3.1 Réactions d'oxydation

Elles s'effectuent surtout dans le foie grlce aux systémes enzymatiques
microsomaux. De nombreuses réactions oxydatives peuvent entrer en jeu,
comme les réactions de désalkylation, les réactions d'hydroxylation ou

les réactions de désulfuration oxydative. Ce sont ces réactions de désul-
furation oxydative qui transforment les insecticides organosphorés soufrés
en dérivés oxydés qul représentent la forme active mais toxique aussi,

Le parathion est oxydé en paraxon qui posséde une activité anticholines-
térasique mille fois supérieure du fait de 1'augmentation du caractére
électrophile de 1'atome de phosphore.

of eus
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I, 5.1.3.2. Réactions d'hydrolyse

Ces réactions donnent naissance a des pétabolites beaucoup moins toxiques
que les composés de départ. Ce sont des réactions de détoxication vraie.
Elles s'effectuent grice a des estérases de différents types ou grice

4 des amidases.

I. 5.1.3.3.Réactions econjusraison

Ce sont des réactions de glucurono et sulfoconjugaison.Elles conduisent

en général & une inactivation ou a une élimination des dérivés conjugués.

I, 5.1.4.Elimination

L'élimination des insecticides organosphorés de 1'organisme se fait
sentiellement sous forme dégradée grice aux réactions de biotransfor-
mation. Cette élimination se fait surtout par voie urinaire et beaucoup
moins par voie biliaire. Flle est en général trés rapide. Quarante huit
heures aprés administrations plus de 90 p. 100 de la dose absorbée est
éliminée. (20).

Au total

le métabolisme des IOP est rapide et intense. Ce sont par opposition aux
insecticides organochlorés (Lindane, DUT, HCH) des composés non cumula-

tifs facilement dégradés et éliminés. Ceci explique ¢

* la durée d'action relativement bréve 3

* la relative briéveté d'évolution des intoxications i
* la faible tosiciteé a4 Iony terme 3

* le taux en général fa’ble des résidus retrouvés dans

1'alimentation.

I.52 Etude toxicologique des insecticides organosphorés

71.5.2.1., Circcnstances d'intoxication

Les intoxications par les IOP peuvent s'observer chez toutes les espéces
animales. Elles frappent surtout les ruminants et plus particuliérement
les bovins (20). Ces inioxications sont soit d'origine accidentelle
soit consécutives. dun traitement anti-parasitaire. Elles peuvent dans

certains cas étre malveillantes.

oo
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I.5. 2,1.1 Intoxications d'origine accidentelle

Diverses circonstances sont possibles, parmi lesquelles 1'ingestion
directe de produits ou de préparations insecticides, d'herbes ou de
fourrages traités, ou plus rarement la consommation d'eau polluée lors
de ruissellement a partir des surfaces traitées.

Des contaminations massives des milieux aquatiques peuvent également

survenir entrainant des mortalités importantes de poissons.

I. 52.1. 2 Intoxications d'orinine thérapeutiqgue

Ces intoxications surviennent surtout dans le cas de traitements anti-
parasitaires e>“ernes ou inter- . A 1'heure aciuelle, en Europe ou la
chose est bien (tudides la grance wajorité des intoxications par les
organophosphorés provient de traitements des animaux par la méthode

"pour cn".

I52.1.3 Intoxications malveillantes

Surtout fréquentes chez le chien qui paye de sa vie quelques nuisances
dont il est responsable {(bruits, prédation, fugue) ou des animosités

auxquelles il est totalement étranger (25).

I, 5.2.2 Toxicité et facteurs de variation de la toxicité des insec-

ticides orsanophnsphorés

La toxicité des IOP est extrémement variable. On peut distinguer en fonc-

tion de la dose lethale 50 (D1 50) Rat par voie orale :

* Insccticides hauteuwc:st toxigues
Ce sont les incecticides cont la DL 50 rat est inférieure a
50 mg/Kg - Exemple : le Parathion - le Dichlorvos

* Insecticides moyennement toxiques
Exemple : le Parathion - le Dimethoate

DL 50 rat comprise entre 50 et 500 m3z/Kg

* Insecticides faiblement toxiques
DL 50 rat supérieure a 500 mg/K3
Exemple : le Malathion - le Temephos.

Lz sensibilité des animaux aux IOP dépend des facteurs comme $

* Facteurs tenant a 1'snimal
Espéce - Race - Sexe - Age

* Facteurs tenant a 1'environnement
Température - Vitesse e 1'air.

oo
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Ja.5.2.3. Buxle clinique des intoxications

I. 5.2.3.1 Mécanisme d'action des IOP

Ce mécanisme d'action a été étudié par de nombreyx auteurs tels que
BELLON (2) RIGOLE (32). Ces différentes études montrent que si cette
pharmacodynamie demeure peu comprise chez les insectes, elle est par
contre -suffisament- établie chez les vertébrés (29). Chez les verté-
brés, il est admis que du fait d'une analogie de structure avec
1'acétylcholine, les IOP inhibent les cholinesterases en se fixant forte—
ment sur elles. L'action insecticide et toxicologique des organophospho-
rés est lide 8 cette inhibition des cholinestérases. Les cholinestérases
une fois inhibées perdent leur pouvoir de détruire 1'acétylcholine.

Nous savons que 1'acétylcholine est lc médiateur chimiqgue nécessaire au
transfert de 1'influx nerveux & différents niveaux, et est le médiateur
du systéme parasympathique. Son accumulation entraine une hyperactivité
vagatonique, une hyperstimulation des récepteurs de 1'influx nerveux i

ceci explique les symptdmes observés lors de 1'intoxication aigue par ces

organophosphorés,

Avant d'aborder 1'étude du mécanisme d'action des IOP, il est nécessaire
de donner un apercu sur la naturc des cholinestérases ainsi que le méca-

nisme de 1'hydrolyse de 1'acétylcholine par ces enzymes.

I.5.2.3.1.1 Les cholinesterases (CHE)

Dans 1'organisme, il existe deux types d'enzymes capables d'hydrolyser
les esters de la choline : les esterases différent en fonction de la

distribution et de la spécificité du substrat.

a/ Les acétylcholinestérases ou cholinestérases

vraies ou spécifiques

Elles ont une affinité plus grande, presque spécifigque pour le substrat
naturel, 1'acétylcholine que tous les autres esters. Elles ne réalisent
que 1'hydrolyse de 1'acétylcholine (ACH). Elles sont localisées au niveau
des terminaisons nerveuses cholinergiques, des joncti.ons neuro-musculai-

res, des hématies,

b/ Les pseudocholinestérases ou cholinestérases non

spécifiques

Ce sont des enzymes peu spécifijues. Elles sont capabiles d'hydrolyser

un nombre assez varié d'esters synthétiques et naturesls y compris

ofeue



1'acétylcholine. 1

Elles se localisent surtout dans le systéme nerveux central, le plasma,
1'intestin et le foie.

Outre les différences dans leur localisation et leur spécificité vis-a

vis des substrats, il y a les différences fonctionnelles entre les vraies
et les pseudocholinestérases. Par exemple. les pscudocholinestérases
fonctionnent bien, en présence d'an excés de substrat, tandis que les

acétylcholinestérases sont inhibées dans ces conditions.

Sur le plan toxicologique, seule 1'inhibition de la cholinestérase
importe. Des variations s'observent dans la localisation et 1'intensité

de 1'activité cholinestérasiquc.

Parmi les animaux domestiques, la majeure partie de 1'activité cholines-
térasique du sang se situe dans les globules rouges, alors que chez
1'homme et le chien, 1'activité cholinestérasique existe aussi bien au

niveau plasmatique qu'au niveau des hématies.

Ces études sur les inhibiteurs de 1'acétylcholinestérase ont permis une
représentation de 1'aspect des centres actifs de 1'enzyme. La partie

active de 1'acétylcholinestérase comprend deux sites :

* un site anionigue
* un site cationigue ou estérasique ou les esters sont hydrolysés
Ce site d'aprés Featherstone (16) contient deux groupes essentiels :

une fonction acide et une fonction basique nucléophile.

I. 5.2.3.1.2. Mécanisme d'hydrolyse de 1'acétylcholine par

1'acétylcholinestérase.

Quelles que soient leur localisation et leur spécificité , les cholines-
térases provoquent la rupture de la liaison ester de 1'acétylcholine

selon la réaction générale.

CH3 S CHE 0

CH3 — Nt -CH2 - CH2 -0 -C - cH3->cH3 - & + CH3 - N+ - CH2 -CH2 - OH
s i i

CH3 0 H20 OH

Sur le plan moléculaire, les événements qui se déroulent au niveau de

1'enzyme se font suivant le schéma ci-aprés.

oo
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a/ Fixation de 1'acétylcholine, formation du complexe enzyme-substrat (ES)

Sie anionique
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b/ Scission du complexe L[S : libération de la choline et acétylation de la cholines-

térase (CHE).
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c/ En présence d'eau, regénération de 1'enzyme acétylée et libération de 1'a-—

cide acétique
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Les trois étapes de 1'hydrolyse de 1'acétylcholine se déroulent trés
rapidement (10-6s). Les constantes de vitesse sont élevées , 1'en-

zyme est donc regénérée trés rapidement.

I. 5231. 3 Mécanisme d'inhibition de 1'acétylcholinestérase par les IOP

Les perturbations induites par les organophosphorés résultent du blocage

de 1'un des sites de la cholinestérase grice & une analogie structurale
avec 1'ACH.

a/ Formation du complexe Enzyme-orszanophosphoré

ﬁx*—-—-—-—

Qf@
’e -
a a R’
b/ Phosphorylation de 1'enzyme - Hydrolyse de 1'organophosphoré

N L/

N © 8
\
%3“‘3\ o® | 9%0 ¥z 0y Row
4

La liaison oxygéne =~ phosphore cowlente est plus forte que la liaison
carbone-oxygéne de la cholinestérase acétylée du fait du caractére plus
électrophile du phosphore par rapport au carbone.

La regénération d'enzyme en présence d'eau est donc trés difficile, d'ou
une inhibition quasi irréversible de la cholinestérase par 1'organc ~hos-
phoré et une accumulation d'acétylcholine non dégradée, qui entraine

des troubles lorsque cette inhibition irréversible se poursuit. La regé-
nération enzymatique dépendra exclusivement de la synthése de nouvelles
molécules d'enzyme.

Le mécanisme d'action anticholinestérasique des IOP permet de comprendre
les symptdmes observés lors des intoxications. symptémes diis essentielle-
ment 4 1'accumulation de 1'acétylcholine.

./...
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I. 5.2.5.1. les symptémes des intoxications

En fonction-du teaps d'apparition des symptémes et des doses abecr-
" bées.  on peut distinguer deux types d'intoxications d'importance
. inégale.

* 1'intoxication & court terme, regroupant les symptdmes
aigus et suraigus, survient rapidement aprés 1'exposition. C'est 1la plus

fréquente 3

* 1'intoxication 8 long terme qui est due & la toxicité retar-

dée. Elle est beaucoup plus rare.

I.5.2,3.2.1. Symptémes de 1'intoxication & court terme

Ces symptdmes sont théoriquement identiques chez les différentes espéces.
On distingue trois types de manifestations qui peuvent s'imbriquer ,

a/ Syndrome muscarinigue

Ce syndrome est composé de troubles de type parasympathicomimétique.
Les effets muscariniques sont habituellement les premiers & apparaitre.
Ils correspondent a une stimulation du systéme parasympathlique, Ce sont

essentiellement :

* des signes digestifs : crampes abdominales (coliques),
nausées, vomissements, diarrhées, augmentation du peristaltisae et

des secrétions digestives

* des signes respiratoires avec de la toux, de 1la dyspnée dues
& une bronchoconstriction et & une augmentation des sécrétions

bronchiques %
* des signes cardiaques avec de la bradycardie .

* de 1'incontinence vésicale et rectale, suite 8 un rellche-

ment des sphincters 3

* des céphalées, une vision trouble, du myosis.

b/ Syndrome nicotinique

Ces signes sont en principe les plus tardifs mais peuvent se superposer
aux signes muscariniques. Il s’agit de troubles neuromusculaires dis &

1'hyperstimulation des récepteurs nicotiniques de la plaque motrice.

./.Q.
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c/ Troubles du systéme nerveux central

Les troubles nerveux cemtraux varient avec 1'espéce, voire 1*individu.

En effet, on note une dépression plus ou moins intense chez les grends
animaux avec prostation et cama alors qu'on note une excitation merveuse
plus fréquemment chez les carnivores domestiques avec des phases convul-
sives. L'évolution de cette imtoxication & court terme est souvent de
48 heures. §lle est mortelle par suite d'une insuffisance respiratoire

aigue due & une paralysic des muscles respiratoires.

.

I.5.2,3.2,2 Symptémesde 1'intoxication & long terme

Ils sont rares. Ce sont surtout :

* ]la neurotoxicité retardée 1
* Jles réactions allergiques 3 e

* les effets d'embryotoxicité.

a/ La neurotoxicité retardée

Elle est relativement peu fréquente.

Chez 1'homme, les signes attribués & cet empoisonnement sont un léger
désordre gastro-intestinal ou une diarrhée qui dure deux ou trois jours
(37). Des signes similaires ont été retrouvés chez les animaux (37).

On remarque aussi de temps en temps des pertes de doigts chez 1'homme

et des pertes de sabots et d'ongles chez les animaux (1).

b/ La dermatose aller-igue

Elle survient lors de contactc prolongés avec un organophosphoré, en
particulier avec les colliers insecticides a base de dichlorvos chez les

carnivores domestiques.

& L'embryotoxicité

Des auteurs ont montré expérimentalement que certains organophosphorés
peuvent provoquer chez les rongeurs de laboratoire et les volailles de
malformations foe*-~les, des résorptions foetales et une hypertrophie
placentaire. ‘

La fréquence des int_xications chez les animaux et les risques chez 1'hom~
me nous imposent des moyens de diagnostic précis et rapidegafin d'appli-

quer une thérapeutique efficace.
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I. 5.2.3.3 " Diagnostic. des intoxications
I. 5.2.3.3.1 Diagnostics clinique et épidémiologique

Le diagnostic clinique de 1'intoxication par les IOP serait difficile
sur un cas isolé, mais facile quand plusieurs animaux sont simultanément
atteints par 1'observation de 1'ensemble des symptdmes caractéristiques

déja décrits. Les commémoratifs sont importants a considérer.

I, 5.2.3.2.2  Diagnostic nécropsijue

L'examen post-mortem des animanx ne peut apporter beaucoup de rensei-

gnements a8 cause d'un manque de spécificité des lésions induites.

I. 5.2.3.3..3 Diagnostic de laboratoire

Le diagnostic de laboratoire permet d'établir avec certitude une intoxi-
cation par les IOP. Diverses méthodes peuvent étre utilisées.
Parmi ces méthodes, deux dosages biologiques permettent le diagnostic

et la surveillance de 1'intoxication.

* Je dosage du paranitrophéncl urinaire, métabolite urinaire

de certains organophosphorés, le parathion en particulier
* le dosage des cholinestérases

Les IOP sont des composés trés instables dans 1'organisme. Aprés leur
pénétration dans 1'organisme, ils sont rapidement dégradés et éliminés.
Cette instabilité et cette rapidité de dégradation demeurent Jes limi~
tes des recherches directes des résidus dans 1'organisme. Dans la majo-
rité des cas, le diagnostic - <périmental est de type indirect. On re-
cherche les effets Wis av »1ssaze de 1'organophosphoré dans 1'orga-
nisme. Les méthodes d'analyse consistent a 1'appréciation du degré
d'inhibition des cholinestérases de 1'animal suspect en mesurant 1'ac-

tivité cholinestérasique soit de 1'encéphale, soit du sang.

Pour le sang, le dosage se fait selon les espéces, soit au niveau des
erythrocytes, soit au niveau du plasma ou du sang total. Cette mesure

repose sur la réaction d'hydrolyse de 1'acétylcholine.

. . cholinestérase ,
Acétylcholine + H20 --» choline + acide acétique.
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En évaluent la. vitesse d'hydrolyse d'une quantité d'acétylcholine et
en la comparant & un témoin, on mesure 1'activité cholinestéresique de,
1'individu suspect. Plusicurs méthodes ont été mises au point a cet
effet, L'évaluation peut se faire soit par la détermination de 1'acé-
tylcholine résiduel ou bien par la détermination de 1'acide acétique
1ibéré. Les méthodes dans ce dernier cas sont distinguées en méthodes

titrimétriques, électrométriques, gazométriques et colorimétriques.

a/Méthodes titrimétrigues

Elles consistent & titrer 1'acide acétique 1ibéré au cours de 1'hydro-
lyse au moyen d'une base standard en utilisant soit un indicateur colo-

ré interne ou externe, soit un potentiométre.

b/ Méthodes pazométriques

On mesure 8 1'appareil de Warburg, le dégagement du gaz carbonique for-
mé en milieu tampon bicarbonate en atmosphére d'azote contenant 5 p. 100

de gaz carbonigue.

c/ Méthodes électrométriques

La méthode électrométrique la plus largement utilisée est la méthode de
Michel (26). La vitesse d'hydrolyse de 1‘acétylcholine pour un échantil-
lon de sang (plasma ou globules rouges) 8 éprouver est mesurée par
1'abaissement du PH provoqué en milieu tamponné par la libération

d'acide acétique.

d/ Méthodes calorimétrigues

Elles comprennent trois types :

* 1. Méthode de dosage calorimétrique de 1'acétylcholine.
C'est 1'exemple de la méthode de Vincent et Segonzac (40). Elle repose
sur la mesure au bout d'un temps donné de la quantité d'acétylcholine
hydrolysée par formation d'ur complexe ferrigque hydroxamique coloré en

pourpre. Cette méthode connait de nombreuses variantes .

* 2. Méthode de dosaze cogorimétrique par mise en évidence de
1'abaissement du pH par des indicateurs colorés, par exemple le bleu de

$romothymol qui vire au bleu-vert ow au jaune-brun avee la chute de pH.

feee
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* 3, Méthode de dosage photométrique de la couleur jaune produite

par la réaction de la thiocholine avec un chromogéne qui est le

dithiodinitrobenzoate. C'est la méthode d'ELLMAN (12). Elle est la plus

couramment urilisée.

I. 5.2.3.4. Traitement des intoxications par les IOP

Le traitement des intoxications par les IOP découle du mécanisme d'ac-
tion de ces produits. I1 deoit étre rapide dans le cas des intoxications
aigues. Ce traitement consiste A une élimination du toxique, un traite-

ment symptomatique et un spéc. igue.

I. 5.2.3.4.1. Elimination du toxigue

En cas d'ingestion : on procéde au lavage de 1'estomac au moyen d'eau
bicarbonatée, puis on administre du charbon activé de méme qu'une pur-
gation saline.

En cas de projection : lavage prolongé au sérum physiologique (ne pas
utiliser de collyre a 1'atropine).

En cas de contact cutané ; lavage a 1'eau savonneuse ou 8 1'alcocl.

Certains auteurs préconisent de couper les poils chez les animaux.

I, 5.2.3.4.2. Traitement symptomatique

- Réhydratation 3

- Respiration assistée

se fait au moyen d'analeptigucs cardiorespiratoires (caféine, solu-
camphre), au mieux aprés lésencombrement bronchique (aspiration

trachéale).
- Contre les convulsions
I1 est indiqué 1'emploi de =

Barbiturique GARDENAL ND 0,20 /K7 en sous-cutanée.

I, 5.2.3.4.3. Traitement spécifique

11 vise deux objectifs :

* Combattre les effets de 1'accumulation de 1'acétylcholine

* lLever 1'inhibition des cholinestérases.

...




- 22 -

* Combetore leo offets de 1'accumulation de 1'acétylcholine.

I1 faut pour cela administrer un parssympethicalytigue. Le sulfate
d'atropine est bien indiqué. C'est un antagoniste compétitif de 1'acé-
tylcholine au niveau des récepteurs muscariniques. Ce produit est effi=-

cace pour lutter contre les manifestations msuscariniques.

Contre~indiqué pendant la phase nicotinique, le sulfate d'atropine est
utilisé 8 la dose de 0,5 &8 1 m3/Kg de poids vif : 1/4 en intraveineuse,
le reste en intramusculaire ou en sous-cutanée. Ce protogole est
répété toutes les 3 - 4 heures, jusqu's 1'apparition des signes d'atro-
pinisation (en général 1 - 2 jours) qui se manifectomt per uNe ewdricea,
une tachycardie, une sécheresse des muqueuses (20).

A 1'atropine CECILE et FOURNEL (4) . conseillent d'associer la diathazine.
La diathazine (DIPARCOL ND) sera utilisée en intramusculaire. Ce déri-
vé doué d'action ganglioplégique agit sur les effets nicotiniques

(asthénie, fibrillation musculaire, convulsions) des I.0.P.
* lLever 1'inhibition des cholinestérases.

La levée de cette inhibition se fait par administration des réactiveteurs
des cholinestérases., Ces réactivateurs sont des molécules qui présentent
une forte affinité pour les cholinestérases et porteuses d'un groupement
nucléophile capable de déplacer 1'organophosphoré de sa liaison covalente
avec 1'enzyme. Cela aboutit 8 la réactivation des cholinestérases et on
utilise des composés type Oxime de formule R ~ CH = N - OH.

Le plus connu de ces composés est la pralidoxime (CONTRATHION N3)

Elle est utilisée sous forme de chlorure ou d'iodure & la dose de

50 mg/Kg par voie intraveineuse (1) (41).
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CHAPITRE II

LES LIPOPROTEINES ET RELATIONS ENTRE PSEUDOCHOLINESTERASES

ET LIPOPROTEINES

II. 1. Les lipoprotéines

II. 1.1, Définition

Les lipoprotéines plasmatiques sont des macromolécules constituées de
lipides hydrophobes et de protéines spécifiques ou apoprotéines. La struc-
ture de ces lipoprotéines est adaptée a la solubilisation des lipides.
Grlce 4 leur interaction avec les systémes enzymatiques et les récepteurs
membranaires, les apoprotéines dirigent le transport de chaque classe de
lipoprotéines vers le site ou elles seront dégradées en vue de 1'utilisa-
tion des acides gras et du cholestérol.

Les lipoprotéines plasmatiques fonctionnent donc comme un systéme de trans-
port permettant de véhiculer les lipides d'origine endogéne ou exogénes

vers leur site d'utilisation.

IT. 1.2. Structure des lipoprotéines

Les lipoprotéines ont généralcment une structure sphérique constituée de
deux zones concentriques : un noyau central contenant des lipides hydro-
phobes, des ester . du cholestrérol et des glycérides. Ces lipides apolai-
res sont a la température corporelle a 1'état ligquide. La couche périphé-
rique entourant la :one centrale est composée de phospholipides cholini-
ques (sphingomyeline, phospnatidyl), de clolestérol et d'apoliprotéines.
Cette couche périphérique forme une enveloppe plus ou moins flexible dont

1'épaisseur reste relativement constante.

II. 1.3. Classification

Les lipoprotéines sont divisées en cinq grandes classes :

CHYLOMICRONS 3
VLDL (Very low density lipoproteins) 3

IDL (Intermediate density lipoproteins) ;

LDL (Low density lipoproteins)

DL (High density lipoproteins).
o/ooo
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- Chaque classe eet caractérisée par la proportion des différents 1ipd-
des ainsi que par la nature des apoprotéines.

La séparetion des lipoprotéines en classes distinctes est basée. soit
sur leur densité en ultracentrifugation, soit sur leur mobilité élec-
trophorétique. Cette classification établie ainsi arbitrairement a par-
tir de leurs propriétés physiques, n'est pas entiérement satisfaisante
sur le plan fonctionnel . En fait, les lipoprotéines forment un spectre
pratiquement continu de macramolécules & 1'intérieur de chaque classe.
La subdivision en sous-fractions qui semblent présenter une meilleure
unité métabolique et structurale est donc souvent utilisée, en parti-

culier pour les LDL et HDL,

II. 1.4. Propriétés physiques et composition

Le tableau 2 rappelle les propriétés physiques et la composition des
cing classes majeures de lipoprotéines., Cette représestation schémati-
que de la composition chimique des lipoprotéines (11) fait ressortir
la continuité du spectre de macromolécules depuis les chylomicroas
Jjusqu'aux HDL, 1'augmentation de la densité et la diminution de la
taille des particules. correspondant principalement 8 une avgmoentation

de la teneur en protéines et a une réduction des triglycérides.

La composition en apoprotéines est caractéristique pour chaque classe
de lipoprotéines. Cette composition sera déterminante dans le métabo-
lisme de la particule. Les données acquises concernant le poids molé-=
culaire, la fonction et le lieude synthése des différentes apaprotéi-

nes humaines sont résumées dans le tableau N° 3 (18).

¥r.1.5. Les lipoprotéines chez le lapin

Une étude comparée des lipoprotéines chez un grand nombre d'espéces
animales a été effectuée (5). En ce qui concerne le lapin, le profil
des lipoprotéines présente certaines différences avec 1'homme. Il est
caractérisé par un taux de VLDL généralement faible, une concentra-
tion en IDL relativement élevée et comparable & celle des LDL.
Les HDL représentent la classe dominante chez cette espéce. Il est
possible toutefois que les valeurs élevées de la concentration des
IDL, signalées chez le lapin, proviennent du fait que les zones de
densité retenues pour la séparation des IDL et des LDL ne sont pas
appropriées 8 cette espece (10) (30).

of oo



POURCENTAGE DE LA MASSE DE POIDS
LIPOPROTEINE DENSITE LIPOPROTEINE DALTON DIAIXI&‘I'RE MOBILITE ELCTRO-
1 000
CHYLOMICRONS 0,95 100 800 ORIGINE
VLDL 1,006 6 300 PREQ
(X¢)
IDL 1,019 4 250
LDL 1,063 1,8 200
HDL, 1,125 0.4 100
X 4
HDL 1,210 0,2 75

Tableau 2 — REPRESENTATION SCHEMATIQUE DE LA COMPOSITION CHIMIQUE DES LIPGPROTEINES PLASMATIQUES HUMAINES.
SOURCE (11).
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POIDS CONSTTTUANTS DES LIFCPRCTEINES DANS
ARPROTEINE MOLECULAIRE FONCTION LA LYMPHE LE PLASMA SITE DE SYNTHESE
Al 28 300 ACTIVE LCAT CM, VLDLHIL| HDL Intestin, Foie
Arr 17 000 ? CM, VLDL,HDL| HDL Intestin, Foie
ALV 46 000 ? CM, VLDL CM,d > 1,21 Intestin )} Foie
B B100 459.000 Secrétion des CM et VLDL CM,VLDL,LDL| CM,Remnants de| B100s Foie
B48 264 000 Transport des Triglycérides CM,VLDL,LDL B48, Intestin
CI 6331 Inhibe la captation hépati- CM, VLDL HDL, CM ?
que des Remnants de CM

Active la lipase
CI1 8837 Inhibe 1la captation hépati-

que des Remnonts de CM --.{cM, VLDL | HDL, CM Foie ® Intestin
Crrr 8764 Inhibe 1a lipsse

Inhibe la captation hépati- CM» VLDL BDL, CM Foie > Intestin

gue des KRemnants ’
D 22 100 ? CcM HDL ?

Fixation sur le Récepteur MR

hépatijue des Remnants sRemnants de .
E 33 000 P CM» VLDL \cy | viDL, BDL | Foie

CM : CHYLOMICRONS

TABEAU 3 - APOLIPROTEINES HUMAINES - SOURCE (18)
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II. 1.6, Métabolisme des lipoprotéines

L'ensemble du systéme de transport des lipides par les lipoprotéines
plasmatiques est schématisé sur la figure 1. Ce modéle établi par
BROWN et COLL (3) différencie les mécanismes de transport des lipides
d'origine exogéne et endogéne. Les deux systémes débutent par la secré-
tion de lipoprotéines riches en triglycérides, les chylomicrons et les
VLDL qui sont transformés progressivement en particules riches en esters
de cholestérol : remnants (particule issue des dégradations successives
du cholestérol) et IDL puis LDL. Cette transformation fait intervenir
des interactions avec les HDL circulantes et plusieurs systémes enzyma-
tiques LPL (lipoprotéine Lipasc oxtra-hépatique), HTGL (Triglycéridc
Lipase Hépatique) et LCAT (Léciiihine—~Cholestérol -Acyltransferase).

II, 1.6.1 Métabolisme des chylomicrons

Les chylomicrons sont synthétisés au niveau de 1'entérocyte & partir
des produits d'hydrolyse des lipides alimentaires. Les particules néo-
formées diffusent dans les vaisseaux lymphatiques puis gagnent la cir-
culation générale.

Dans 1la circulation, les chylomicrons vont étre dégradés par la LFL située
sur 1'endothelium des capillaires des tissus extra-hépatiques princi-

palement le coeur, le muscle et le tissu adipeux (17) (36) (28).

Les chylomicrons contiennent 98 p. 100 dc 1lipides dont 90 p. 100 sont
des triglycérides, le reste des phospholipides. Leur fonction premiére

est le transport des glycérides jusqu'au foie qui les capte.

II. 1.6.2, Métabolisme des VLDL

Les VLDL sont généralement définies comme les formes de transport des
triglycérides d'origine endogéne. Elles sont synthétisées principalement
par le foie, mais aussi par 1'intestin.

L'importance de la participation de 1'intestin au pool circulant des
VLDL est encore mal définie (18).

La dégradation intravasculairedes VLDL : hydrolyse des triglycérides,
pparedb fragments de surface et enrichissement en esters de cholestérol,

est tout 8 fait similaire a celle des chylomicrons (10).

o/ooo
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FIGURE 1 : Modeéle pour le systeme de transport par les lipopratéines,
chez I'homme, illustrant 1s division entre les cycles exogéne et
endogéne.

Source (3).
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Tautefois, 1a LA, a plus d'affinité pour les chylomicrons que pour les VLDL, la
demi-vie de ces lipoprotéines est donc supérieure. La particule rési-

duelle obtenue aprés action conjuguée de la LPL et de la LCAT est
appelée remmrts de VLDL ou IDL.

Par la suite, les IDL peuvent, soit étre captées et catabalisées par
le foie, soit rester dans la circulation oud elles subissent une nouvel-

le série de transformations qui aboutissent & la formation de LDL.

I, 1.6.3. Métabolisme des LDL

Les LDL sont considérées comme la principale forme de transport du cho-
lestérol vers les cellules <les ti.sus périphériqucs. Le cholestérol
apporté par les LDL sera utilisé, préférentiellement au cholestérol en~
dogénes pour la synthése membranaire dans les cellules en divisions et

pour la synthése des hormones stéroides dans le cortex surrénalien et
les gonades.

Les LDL représentent le produit final de la transformation progressive
des VLDL,

Le catabolisme des LDL est beaucoup plus lent que celui des lipoprotéines
riches en triglycérides. La preuve in vivo de la participation prépon-

dérante du foie au catabolisme des LDL a été apportée récemment par
PITTMAN et coli (30).

II. 1.6.4. Métabolisme des HDL

Les HDL circulantes représentent le produit final de 1'interaction en-
tre d'une part, les particulcs natives sccrétées par le foie et 1'intes-
tin, et d'autre part, les composants de surface des lipoprotéines riches
en triglycérides et les lipides des membranes cellulaires. Du fait de
leur maturation dans la circulations les HDL isolées du plasma dans la
zone densité 1,063 - 1,21 com>rennent une famille hétérogéne de parti-
cules de composition, de densité et de taille différente . Cette hété-
rogénéité a nécessité la divi:ion en sous-fractions. Les deux classes
majeures sont les HDL? (1,063 "d .1,125) et les HDL3 (1,125- d 1,21)
(27).

11 existe une troisiéme classe mineure. les HDL], migrant en position .

en électrophorése et interférant avec la zone de densité des LDL (34).

ofose
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Leur rdle est intéressant ; elles paraissent faciliter le métabolisme

des VLDIL, et des LDL. Elles reménent vers le foie, 1'excés de cholestérol - .

qui sera estérifié par la LCAT pour former des esters de cholesteryle.,
Le foie semble jouer un réle majeur dans la dégradation des HDL, mais

sa contribution n'a pas encore été réellement quantifide (27) (34).

EN RESUME

les lipoprotéines différent les unes des autres par la proportion de
leurs constituants, leurs lieux de synthése, leurs réles biologiques

et leur métabolisme.

Elles constituent dans le plasma un systéme dynamique assurant le
transport des lipides depuis leurs lieux de synthése (intestin, foie)

Jjusqu'aux tissus.
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II. 2. Relations entre Pseudocholinestérases et Lipoprotéines.

Selon des études histochimiques, immunoélectrophorétiques et guantita-
tives du serum humain, les lipoprotéines a faible densité peuvent for-
mer un complexe relativement instable avec les pseudocholinestérases
(24).

Le lien trouvé semble beaucoup plusde nature physique que chimique, du
fait que facilement rompu par des méthodes physiques.

Cette hypothése est basée sur le fait que chez 1'homme, 1'activité

des pseudocholinestérases augmente aprés ultrasonication du serum (9).

KUTTY et ACHARAYA (21) ont démontré que les inhibit®“R. des cholinesté-
rases tels que la physostigmine pcuvent déstabiliserles LDL. Quand les

LDL sont traitées avec de la phospholipase D, les pseudocholinestérases
sont relachées et du méme coup, les lipoprotéines montrent une altéra-

tion dans leur mobilité électrophorétique. Ceci laisse supposer que les
sites d'attache des pseudocholinestérases sur les molécules lipoprotéi-
ques se trouvent sur la partie de la lécithine qui porte la phosphoryl-
choline. I1 eét trés probable qu'il existe une structure relationnelle

trés proche entre la phosphorylchaline et 1'acétylcholine qui est un

substrat naturel des pseudocholinestérases.

Un accroissement de 1'activité des pseudocholinestérases dans le sérum
est souvent observé dans des conditions associées a un métabolisme
anormal des lipides. Quand une hyperlipidémie est déclenchée chez le
lapin aprés injection de lipopolysaccharides d'Escherichia coli, il
apparait une augmentation significative de 1'activité des LDL et des

pseudocholinestér-ses (PCHE) (22,

Les activités des PCHE du sérum de la lécithine-cholestérol acyltransfé-
rase (LCAT) et de la gamma-glutamyltransférase (GGT) chez le lapin
avant et aprés 1'administration d'organophosphorés in vivo ont fait

1'objet de recherches.

C'est ainsi que les activités des PCHE, de la LCAT de 1a GGT et de quel-
ques lipides sont mesurdes dans le sérum de lapins mAles exposés & un
empoisonnement par des organophosphorés. Ce traitement des lapins par
des organobosphorés réduit 1'activité du cholestérol des LDL et des
pseudocholinestérases dans le séruam.

D'autre part, les HDL subissent un accroissement, tandis que les VLDL
restent inchangés. Ces données, montrant une relation étroite entre

les cholinestérases et les lipoprotéines peuvent-elles étre utilisées

lors d'intoxication par les IOP ?.
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DEUXIEME PARTIE

ETUDE EXPERIMENTALE

Cette partie comporte deux chapitres

* Matériel et méthode d'étude

* Résultats =~ Discussions,



MATERIEL ET METHODE D'ETUDE

I. 1, Matériel

I, 1.1, Les animaux

Neuf lapins de race locale ont été utilisés.

Cinq élevés d 1'école et constituant un lot homogéne (Lot 1)

Quatre provenant du marché (Lot 2).

I1 y avait cinq miles et quatre fcmelles.

Ils étaient placés dans des cages gardées dene un local amépnagd pour Ja gire
constance.

L'aliment était 8 base de tourteaux d'arachide. Il estfgﬁgéigiéméﬁt
fabriqué pour le lapin par les moulins SENTENAC.

L'eau était distribuée ad libitum.

Leur Age allait de sept 8 neuf mois et leur poids de 1,5 Kg & 2.2 Kg.

Ces caractéristiques figurent dans les tableaux 4 et 5. Nous pré -
férons utiliser deux tableaux, les raisons seront fournies un peu plus
tard.

L'identification est faite en fonction du pelage, du sexe, de signes parti-

culiers.

I. 1.2. L'insecticide organophosphoré

Nous avons utilisé le FENITROTHION formulé sous le nom déposé de SUMITHION
(Insecticide déja décrit). I1 a une DL 50 rat per os de 250 ~ 500 mg/Kg (35).
C'est un produit U.L.V. (ultra low volume ) concentré a 500 g/1.

Le SUMITHION est utilisé dans le traitement des -ectopweasltoers jog = .11t ~:7rr.
mammi féres.

I. 1.3, Le matériel technique et de laboratoire

I. 1.3.1. Le matériel technigue

I1 est essentiellement constitué par le matériel utilisé pour les préléve-

ments et pour la conservation des échantillons.

* tubes venoject sous vide 3

* seringues et aiguilles stériles & usage unique 3
* portoirs 3

* un réfrigérateurs;

* un congélateur.

faes
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TABLEAU 4
IDENTIFICATION DES ANIMAUX
LOT 1
N° des animaux Pelage Sexe Poids (Kg)
1 blanc M 2,1
2 blanc M 1,8
3 blanc F 1,8
4 gris F 1,7
5 noir F 1,5
TABLEAU 5
IDENTIFICATION DES ANIMAUX
N°® des animaux Pelage Sexe Poids (Kg)
1 noir M 2,1
2 gris M 1,5
3 blanc M 242
4 marron F 251
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I, 1.3.2. Le matériel de laboratoire

I. 1.3.2.1. Les appareils

* une centrifugeuse 3

* une balance de précision 3
* un spectrophotométre 3

* un agitateur type Vortex i
* un bain thermostaté 3

* un chronométre.

I. 1.3,2.2, Autres matériels

* la verrerie 3

* des micropipettes de type pipettmsn de différents cali-
bres 3

* des embouts 3

* des cuvettes pour le spectrophométre

* des bacs pour la récupération des tubes 3

* des tubes 4 hémolyse.

I. 2. Méthode d'étude

Elle portera sur :
* protocole d'administration du FENITROTHION i
* la technique de prélévement de sang
*le mode de dosage de 1'activité cholinestérasique
et des lipoprotéines.

I1.2.1. Protocole d'administration du FENITROTHION

I. 2.1.1. Dose de FENITROTHION

Cette dose a été calculée en fonction du poids des lapins et de la DL 50

du produit. A défaut de disposer de la DL 50 lapin, nmous avons pris la DL 50
per-cutanée. Celle-ci étant de 1300 mz/Kz, nous avons utilisé le 1/10 dens un

premier temps, puis le 1/20, soit respectivement 130 mg/Kg et 65 mg/Kg.

Ceci justifie 1'existence des deux tableaux établis un peu plus tét.

En effet, 1'expérience s'est déroulée en deux étapes :

* une étape préliminaire oud les cing animaux constituant le lot
homogéne ont regu la dose de 130 m3/Kg. Durant cette étape, on a noté un
taux de mortalité de 40 Zp. 100. Ce qui nous a conduit 8 diminuer la dose

a administrer de moitié.

of oo
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* yne deuxiéme étape constituantla phase expérimentale proprement
dite. Sept lapins ont été utilisés. Sur les trois animaux qui restaient du
lot homogéne, nous avons ajouté les quatre lapins figurant au tableau 4.
Ces 7 lapins ont recu la dose de 65 mg/Kg. Le FENITROTHION utilisé est con~
centré a 500 mg/ml. Les volumes et quantités appliqués sont consignés  dans
1e TABLEAU 6.

I, 2.1.2. Voie d'administration

La voie per-cutanée a été utilisée. Le produit est appliqué sur la ligne

du dos.

I. 2.1.3. Protocole dous soélévements.

L'intoxication a débuté le 28/12/ 1991 et apris fin le 5/1/1992.

Le calendrier des prélévements et des intoxications se trouve dans la figu-
re 2. Les prélévements ont débuté le 30/12/1991 pour finir le 27/1/1992.
Nous avons effectué deux prélévements successifs-» le 26 et le 27/12/1991 qui

nous ont servi comme valcurs de référence.

I. 2.2. Technigque de prélévement de sang

les prélév emntsont été réalisés au niveau de la veine saphéne,
8 1'aide d'aiguilles stériles et munies de leurs rseringues. Le sang ainsi
récupéré est ensuite transvasé dans des tubes vénoject héparinés.
Ce processus était nécessaire car les veines du lapin sont fragiles et se
collabent vite. Ces prises de sang nécessitaient une bonne contention, le
lapin étant un arimal trés sensible. Les tubes sont ensuite identifiés, par
un code comportant lo date du préldvement et le numéro de 1'animal précédé
de 1'initial du sexe. Exemple : Mile N° 1 - Mj

Femelle N° 2 - F
Les prélévements sont effectués en début de matinée.
Avant de centriguger & 3.000 tours/minutes pendant dix minutes pour récupé-
rer le plasma gui servira au dosage des cholinestérases au niveau du plasma
et des lipoprotéines, 1'activité cholinestérasique au niveau du sang total

est d'abord mesurée.

I. 2.3. Mode opératoire de dosage

I. 2.3.1. Mesure de 1'activité cholinestérasique

La technique que nous avons utilisée est celle d'ELLMAN

ofees



TABLEAU 6

=Y

POIDS DES ANIMAUX - QUANTITES ET VOLUMES DE PRODUIT ADMINISTRES

N° DES LAPINS POIDS gggggggg (mg) 3333253 (ml)
1 2,1 136,5 0,27
2 1,8 117 0,23
3 1,5 97,5 0,19
4 2,1 136,5 0,27
5 2,2 143 0,28
6 1,7 110,5 0,22
7 1,5 97,5 0,19




FIGURE 2 :
Calendrier des intoxications et des prélévements
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1°/ Principe
I1 s8'agit d’une méthode de détermination photométrigue de 1'activité choli~
nestérasique. Elle repose sur le principe suivant : les cholinestéreses °
hydrolysent 1'iodure d’acétylthiocholine en thiocholine et en acétate 3
1a thiocholine libérée réagit avec le dithionitrobenzoate (DTNB) pour
former un ion dithiobenzoate et le thionitrobenzoate (DTNB) pour former
un ion dithioDenzoate ot le thiomitrxobenzoate de coloration jaune.
L'intensité de cette colaration est mesurde aw spectrophotométre 3 la
longueur d'onde de 405 mm. Elle est en corrélation positive avec 1'acti-
vité de 1'échantillon étudié.

La réaction chimique peut s'écrire :

CH
C“Q AC\" T\\m(hohha
3N T — oy S o—-«‘: W cue ©
\Yed TOTe=e 3“’"’ C“alN —CHg-CH-S
5 + CH c/’
CW . AN
3 Th/O( oRh
CHay Nt ct;“’c’e DTNB Aeetale
T ~—CHo—S &+ o
CHar” 2 N~{c3—~5-5
3 Z O —No
\l, ~<c00"' —~<— c T
Qan~-
CHy fon ¢
3 L“Oh'tﬂohgn H
PJ Z(>q_le> "OAVUSQ?AGVVQQQée
p ——CH, ~S S - S
Cug / "y Nog  + N
Coo- E‘

Le spectrophotométre mesure cette coloration en variation de densité

optique (D.0O.) pendant un temps donné.

2°/ Méthode

1. Réactifs
Quatre types de réactifs ont été utilisés pour le dossge des cholinestérases
par 1la méthode d'ELLMAN, I1 s'agit de la solution tampon, la solution de

dithionitrobenzoate, le substrat, les enzymes,

a/ La solution tampon

La préparation de cette solution s'effectue comme suit :

~ Peser 8,83 g de NaH2P04/H20 (PM 138) et dissoudre dans 800 ml d'eau
déminéralisée. Amener la solution & PH8 en ajoutant prgregsivement .60 ml
de NaOH, IN

- Verser la solution dans un ballon jaugé de 1 1, ajuster au trait de jauge

M
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avec de 1'eaudéminéralisée., Transvaser dans une bouteille et conserver au

réfrigérateur.

b/ La solution de DTNB

Peser 0,13 g de DTNB et 1’ajouter 4 1 1 de tampon phosphate. Conserver la

solution au réfrigérateur dans une bouteille brune (4 1'abri de la lumiére).

c/ Le substrat

Le substrat qu'on a utilisé est 1'iodure d'acétylthiocholine (ASCHL).

Pour préparer la solution mére d'ASCHL qui est & 1,25mM, nous avons pesé
0,2892 d'ASCHL quc nous avons mis ians 25 ml d'eau déminéralisée. Cette
solution est répartie dans I0 tubes 3 aérolyse et gardée ensuite au congé-

lateur

d/ Les enzymes

I1 s'agit des cholinestérases situées au niveau des erythrocytes et des

pseudochol inestérases du plasma.

2, Technique de dosage

L'activité cholinestérasique a été mesurée au niveau de trois éléments
le sang total - le plasma - les érythrocytes.
Le spectrophotométre est d'abord branché au secteur. de méme que le bain
marie thermostate dans lequel baignent des tubes contenant 3 ml de tampon
phosphate/DTNB,
Le dosage commence aprés seulement la stabilisaticn du spectrophotométre
et la réalisation de 1'éguilibre thermique dans le bain marie (37°C).
Prélever 0,1 ml d'échantillon 8 doser soit du

* sang total dilué au 1/100

* plasma dilué au 1/20

* erythrocytes dilués au 1/100.
Cette quantité de substance ¢st ajoutée aux 3 ml de tampon phosphate/DTNB.
Ce mélange Enzyme - DTNB est homogénéisé au VORTEX.
Ajouter 0,1 ml de substrat et homogénéiser encore.
Le mélange ainsi constitué est transvasé dans la cuvette destinée au spec-
trophotométre., Une fois 7jue la cuvette est dans le spectrophotométre, dé-
clencher le chronométre et attendre une minute pour une premiére lecture,
puis trois minutes pour une seconde lecture. Ceci nous permet de calculer

la variation de densité optique par minute de réaction.

l/...



- 41 -
Tout au long de 1a menipulation, des précautions st prises afin d'éviter le maximum

d'erreurs.

1. La réalisation du zéro de 1'appareil avec de 1'eau distillée
avant toute mesure; le spectrophotométre étant a la longueur d'onde de
405 nm 3

2. Les mesures doivent étre faites d une température de 37° C 3

3. Le méme embout est réservé su méme réactif pour éviter les in-

tercontaminations entre réactifs 3
4, Toujours homogénéiser lc réactif avant prélévement ;

5. Tout substrat décongei’ doit étre utilisé dans les 48 heures

car son activité diminue avec ie¢ temps du fait de 1'hydrolyse spontanée.

I. 2.3.1.3. Détermination de 1'hydrolyse enzymatique du gupstrat

1'ASCHL peut subir une hydrolyse spontanée en 1'absence de toute enzyme.
Cotte réaction se fait au PH du pilieu réactiornel : 8.
I1 est donc nécessaire d'évaluer cette hydrolyse non enzymatique 3 ceci

est réalisé 8 travers la mesure de la densité optigue du blanc.

- A4 3 ml du mélange  tampnon phosphate - DINB, ajouter 0,1 ml de substrat g
homogénéiser le mélange, puis ajouter 0,1 ml d'eau distillée. Homogénéi ger
le mélange final, puis iire ies veraciarr de densité optique & 1 mn puis

a 3 mn.

- Calculer la densité optijue/mn (DO/mn). Celle-ci sera soustraite de la
D.0. du mélange ~omprenant i'crz mc afin de ne p~endre en compte que 1'ac-
tivité de cette derniltce. Tcci nous donne la Jensité optique nette par

minute (DO nette/mn).

I.2.3.1.4. Méthod.: de calcul de 1'activité cholinestérasigue

D.0. nette/mn —-(3)—’%— X dilution de 1'échantillon
A - - Y ! X 106
1,36.104 103

1,36.104 : Coc fficient d'extinction du DTNB
DO nette/mn : Densité Optique Nette par minute

3,2/0,1 ¢ Taux de dilution de 1'enzyme dans la cuvette
103 ;: Moles de substrat/ml

106 : umoles de substrat / ml

A : Activité cholinestirasique ( umoles de substrat hydrolysé/mn/ml d'échantillon)
d'échanciilon)

./.Q.
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I. 2.3.2. Dosage des lipoprotéines

Nous nous sommes intéressés & deux paramétres :

HDL, cholestérol
LDL cholestérol

La méthode utilisée est celle décrite dans les kits des laboratoires bio
MERIEUX (France).

I. 2.3.2.1. Dosage des HDL cholestérol

1/ Principe

Les chylomicrons et les lipoprotéines de treés faible densité (VLDL) et

de faible densité (LDL) contenus dans 1'échantillon sont précipités par
addition d'acide phosphotungstique en présence d'ions magnésium.

Le surnageant obtenu aprés centrifugation contient les lipoprotéines de
haute densité (HDL) dont le cholestérol est dosé par le réactif cholestérol

enzymatique.

2/ Réactifs

Rj acide phosphotungstique 40g/1
Réactif précipitant Mg C12 6H20 100g/1

pH 692
K2 Cholestérol 1,30 mmel/1
calibration libre + estérifié 0,5g/1°Y

HDL calibration

Plasma héparine & doser

3/ Mode opératoire

a/ Réaction de précipitation

Mélanger 500 ul de plasma et 50 ul de R] (Réactif précipitant) -
Attendre 10 minutes
Centrifuger pendant 15 minutes & 5000 tours/mn

Récupérer le surnageant

ofeue
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b/ Dosage du cholestérol HDL

I1 se fait au spectrophotométre & la longueur d’'onde de travail de 500 nm.

b

Blanc réactif Etalon Dosage

* eau distillée 50 ul - -
* R2 - 50 ul -
calibration HPL

cholestérol
* Surnageant - - 50 pl
* Solution de travail

(cholestérol enzymatique) 1 m1 1 m1 1 m1

Mélanger - Incuber 5 minutes & 37 ° C. Photométrer

Faire le zéro de 1'appareil avec le blanc réactif.

Le taux de cholestérol HDL est donné par la formule :

Densité optique dosage
Xn

Densité optigue étalon
°1 /1 e n= 1,42
all ¢ n = 0,55

I. 2.3.2.2. Dosage des LI7. cholestérol

1/ Principe

Cette méthode consiste & séparer des lipoprotéines de faible densité (LDL)
et & doser le cholestérol 1ié 8 ces fractions.

La propriété selon laquelle les diverses classes de lipoprotéines se dif-
férencient par leur densité, leur comportement électrique et leur réacti-

vité vis 8 vis d'anticorps spécifiques sera mise en jeu.

ofee.
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RI * Surfactant anionique polycyclique | 0.4 g/1
Réactif précipitant | * Surfactant anionique polycyclique 0,8 g/1
les LDL condensé
* diowane polysubstitué 12,4 mmel/1
* tampon imidazolepH 6,10 25 mmal/1
R2 * citrate trisodigue 0,15 mmal/1
Réactif solubilisant | * chlorure desodium 0,11 mmal/l
LDL
R3
calibration LDL * cholestérol 1 mmal/1 ou
cholestérol libre + estérifé 0,387 g/1

plasma hépariné a

doser

3/ Mode opératoire

a/ Précipitation

Milancer 1 m? de R] (Réactif précipitant) et 50 ul de plasma

Centrifuger 5 minutes 3 4000 tours/mn

Séparer le surnageant du culot par retournement. Bien égoutter.

b/ Solubilisation du culot

Solubiliser le culot dans 0,5 ml de R2

¢/ Dosage des LDL cholestérol

Il se fait au spectrophotoméire & la longueur d'onde de 500 nm

Blanc réactif Etalon Dosage
Eau distillée 100 p1 - -
R3 (calibration LDL cholestéral) - 100 p1 -
Culot solubilisé - - 180 ul
Bolution de Travail
*cholestérol enzymatique"” 1 ml 1 m? 1 ml

./..I
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TAREAD 7

ACTIVITE CHOLINESTERASIQUE EN ,Myp _DE_SUBSTRAT HYDROLYSE/mn/ml DE SANG TOTAL

h\ﬂ“e"%te Pré=into- | TNTOXICATION POST ~ INTOXICATION
[ N° Lapins ™~ 201 1201 | 01 | 060ir | 100192 | 140157 {15010 | 201=n | ZD15?
\\
1 1,9 1,47 1,23 1,53 0,70 1,58 1,82 1,82 1,88
2 2,03 1,53 1,00 1,11 0,76 1.41 1,53 1,70 1,32
3 1,97 0,65 0,33 0,33 1,23 1,54 2,06 2,29 2,35
4 2,71 0,32 0,58 1,53 1,23 2,05 2,12 1,9% 1,76
5 1,50 1,17 0570 0,33 0,64 1,52 1,17 1,47 1,47
6 1,64 0,70 0,58 1,17 1,12 1,35 1,35 1,5 1,17
X 11,72 6539 4;97 7,15 5,63 9,55 10,055 10,31 | 10,45
X 1,97 1,06 0,82 1,19 0,94 1,59 1,67 1,80 1,74
' 042 0,40 0526 0,30 0,27 0,24 0,38 0,29 | 0,40

plvmts : prilévaents

- o¥




TABLEAU 3

ACTI1VITE C!_IOLINESTE'RASIOUE EN pmorr DE SUBSTRAT HYDOLYSE/mn/ml DE PLASMA

!

L

Période ~ Dete pré-intdxi-|  INTOXTCATION POST - INTOXICATION
| K° des plvmts|_ cation
Lapins 26-27-12-91 | 30- 125} | 02-01-52 | 06-01-92 10-01-92 |14-01-92 180192 | 22-0192 | 27-01-92
0,82 0,53 0,23 0,58 0,60 0,68 0,73 0,02 0,57
0,03 0,56 0,44 0,55 0,62 0,86 0,56 0,73 0,39
1,01 0,45 0,23 0,58 0,67 0,83 1,15 1,03 0,94
0,91 0,45 0,23 0,52 0,81 0,37 0,97 0,86 0,32
0,77 0,62 0v41 0:24 0,62 0,52 0,60 0,43 0,52
0,06 0,84 0,57 0u11 0,52 0,50 0,82 0,77 0,70
ZX 5’2 3’5 2011 2’% 3’84 4|26 5.13 4.74 4974
09% : 0958 0935 096 0964 0’71 0’85 Og79 0’79
T 0,08 0.14 0,14 0:20 0,09 0,17 0,19 0,20 0,15




TABLEAU _©

ACTIVITE CHOLINESTERASIQUE EN pMyf 7°E SUBSTRAT HYDROLYSE/mn/ml D'ERYTHROCYTES

zmm_ INTOXICATION POST - INTOXICATION
26-27-12-91 | 30-12-91 | 02~01-92 | 06-01-92 10-01-92  [14-01-92 180192 | 2-01-92 27—01—92—
1 1:56 1,00 0,88 1,23 1,17 1,83 1,82 1,76 1,76
2 1,56 1,35 0,70 0,41 0:64 1,17 1,47 1,35 1,53
3 2,08 1,11 0,76 076 1,3 2,11 2,41 2,41 2,41
4 2,60 1,29 0,88 0,82 1,11 2,00 1,82 1,41 1,94
5 L,35 1,17 0,38 0,88 0,94 1,05 1,35 1,29 1,64
5 1,76 0,47 0,58 1,12 0,59 1,17 1,47 1,23 1,59
X 11,47 6,39 4,08 5,22 5,68 9,30 10,34 9,45 10,87
). ¢ 1,91 1,06 0:78 0,87 0,94 1,56 1,72 1,57 1,81
V 0y41 0,31 0,12 0:29 OZ7 0,43 0,39 0,50 0,32 i




JABLEAU 10 VALEURS DE L'ACTIVITE CHCLINESTERASIQUE EN POURCENTAGE

LORS DE L'INTOXICATION AU FENITROTHION (IOP)
SANG TOTAL - LAPIN

Péricde - Date des i '
N.\ Plvmts Pré-intoxi = INTOXICATION POST - INTOXICATION
1apins 26-27-12-91 ) 30-12-91 | 02-01-92  |06-01-92 100192 | 14-01-92 |18-01-92 | 22-01-92 27-1-92

1 100 74,62 62,43 8 35,53 80,20 92,38 92,38 95,43
2 100 77,83 49,26 54,67 7,43 69,45 75,36 83,74 09,65

3 17 33 44,67 44,67 62,43 83,2 | 104 116,24 119,28

4 100 30,25 21,40 56545 45,38 75:24 78,22 71,58 4y 94

5 100 78 46,66 58,66 42,66 | 101,33 78 o8 %8

6 100 42,68 35,36 71,34 68,29 82,31 82,31 %6,9 71,34

X 100 53,80 41,62 60,40 47,71 80,71 84,77 01,37 33,32




VALEURS §f POURCENTAGE DE %' ACT{VITS IOLINESTERASTQUE

LORS _D'yff_INTOXICATJON AU mmzeomn (IOP) - PLASMA-LAPIN

Rl r 3 3
Pre~into~
!rrdes xication INTOXICATION P 54 -‘I»TOXICATION
‘ 1apinS o pe ioic et : .
date des plvmt{ 26-27-12-9% 30-12-91 02-01-92 060192 10-01-92 Y0152 18-01-92 122-01-52 | Z7-01-92
/
1 100 70,73 28,04 70,73 73,17 J 82,92 89,02 112,19 106,09
;}\\
2 120 67446 53,01 66,26 74,69 ‘ 103,61 103,61 87, 107 .22
3 100 44455 2,77 57542 66,33 4’ 82,17 113,86 101,98 93,06
4 10 49,45 25,27 57,14 89,01 05,60 106,59 04,50 60,10
5 10 80,52 53,24 31,16 80,51 67,53 77,92 55,84 67,53
|
X I00 67+44 40,67 50 74541 82,55 9,83 91,86 91,86
|
t 1
| i
|




T4BLEAU 12

VALEURS DE L'ACTIVITY CHOLINESTERASIQUE EN POURCENTAGE

LORS D'UNE INTDXICATION AU FENITROTHION (IOP)

[APIN">_ERYIHROCYTES

T Période et da-fp z ine
wo o te degee | irariog I NTOXTICATION POST-INTOXICATION
T~ o . '

apins -~ |po-romza |s0e |saw |woe | 40 18052 | 2092 (7072
1 100 64,10 56,41 | 78,84 75,00 | 120,51 | 116,66 | 112,82 | 112,82
2 100 86,53 44,87 | 26,28 51,02 | 75,00 | 94,23 86,53 | 98,07
3 100 53,36 36,53 | 36453 50,13 | 101,44 | 115,86 | 115,86 | 115,86
4 200 48,49 33,08 | 30.02 52,73 | 75,18 | 68,42 53,00 | 72,93
5 100 63,24 47,56 | 47,56 50,81 | 56,75 | 72,97 69,72 | 88.64
6 200 26,70 32,05 63,63 33,52 | 66,47 | 83,52 69,88 | 90,34

1 {

X | 100 55,49 40,83| 45,54 49,21 | 81,67 | 90,05 82,19 | 94,76

- I¢ -



TADLEAU 13

EVOLUTION DU TAUX DES HDL CHCLESTEROL (/1) LORS D'UNE
INTOXICATION AU FENITROTHION (IOP) - PLASMA LAPIN

~<__ Pkricdke-late des | Pré-intaxi-
N°\p1mts | cats INTOXICATION POST - INTOXICATION
: ~ - |-2-12-91 | 30-12-91 - | 02-01-92 | 06-01-92 10-01-92 14-01-92 |16t 192 | 22-01-92 270192
1 0,35 0,39 0,40 0956 0y45 0+32 0,30 0921 0s26
2 0,16 0,20 0,31 0,38 0y41 0,36 0,33 0s23 0y 24
3 0,17 033 0,35 0,37 0,31 0,35 0,28 0,17 0,21
4 0,28 0,40 0,40 0,44 0s34 0,31 0,30 0:34 0,27
5 0,40 Ovdd 0,56 0947 0,49 0,41 0,45 0,33 0,47
6 0.7%7 029 0,33 0,41 0,34 0,30 0,29 0,30 0,25
=X 1,63 2,05 2,35 2,63 2,34 2,05 1,9 1,63 1,70
X 0,27 0,34 0s39 Oy 44 0,39 0934 0,32 0y 27 0,23
' 0,09 0,08 0,09 0,07 0507 0,04 0,06 0,08 0,09

5~




TADLEAU 14

EVOLUTION DU TAUX DES LDL CHOLESTEROL (3/1) LORS D'UNE INTOXICATION

AU FENITRCTHION (IOP) - PLASMA - LAPIN

_Période - Dote des | pré~intaxi-l TNTOXICATION POST - INTOXICATION
elvmts cation _
N Lepin 26-27-12-91} 30-12-91 02-01-92 06-01-92 | 10-01-92 140192 | 1801-92 | 2-01-92 | Z7-01-92

1 0,43 0,29 0,27 0924 0,11 0,41 0,56 0,25 0e32
2 0,58 0,42 0,35 0,39 0.37 0,14 0,31 Do 4" 0,57
3 0,45 0,22 0,24 0v37 0,43 0,45 0,13 0,35 0534
4 0,39 0,29 0,27 0,16 0,15 0,10 0,10 0,23 0,40
5 0,41 0,24 0525 0,10 0,13 0525 0:30 0,33 0,38
6 0,42 e 0,2% 0,16 0,19 0,18 | 0,12 0,35 0,39

X 2,68 1,68 1,62 1,42 1,38 1.53 1,52 RS 2,40
X 0y44 0s28 0,27 0,23 0,23 0,25 0525 0232 0,40
v 0,07 Cy7 0,04 0512 0,13 0,14 0,17 0,7 0508

£ -



TABLEAU 15

EVOLUTION EN POURCENTAGE DES HDL CHOLESTEROL LORS D'UNE

INTOXICATION AU FENITROTHION (IOQP) ~ PLASMA LAPIN

Période et date des pré—intoxi- IN.TOXICATION
plvmts cation . POST-T NTOXTICATTION
N° Lapi 26-27-12-91 { 30-12-91 | 02-01-92,06-01-92 |1C 01 92 140192 {18 01- 92 22-01- 92 27-01-92
1 100 111,42 114,28 160 128,57 91,42 85,711 60,00 74,28
2 100 125 193,75 237,301 256,25 225 206,25 143,75 150
3 100 194,11 205,83 217,64 182,35 205,88 164,70 100 123,52
4 100 142,85 142,85 157,14 121,42 110,71 107,14 121,42 9,42
5 100 110 140 117,50 122,50 102,50 112,50 0,00 117,50
6 100 107,40 122,22 151,85 125,92 111,11 107,40 111,11 92,59
i 100 125,92 144,44 162,96 144,44 125,92 118,91 100 103,70

_17g_.



TABLEAU 16

EVOLUTION EN POURCENTAGE DES LDL CHOLESTEROL LORS D'UNE INTOXICATION

AU FENTTROTHION (IOP) — PLASMA LAPIN

Wetpénode lx’izfl‘zg‘ INTOL{ICATION POSTe INT OXICA TION
N;apin 'w 26-27/12/91) 2/12/91 | 02/01/%2| 06/01/%2|10/01/%2 | 14/01/%2 |18/01/2 | 2o/ | 27/01/02
1 100 67,04 | 62,9 558 258 | 95,% | 10,3 60,46 74,41
2 100 2,4 | 60,3%  en,%| 63,79 | %13 53,44 68,96 98,27
3 100 8% | BB &2 %55 | 100 28,88 &, 44 75,55
4 100 %,35 | 60,8 41,02 846 | 25,64 25,64 58,07 102,5%
5 100 8,5 | 60,970 2%, 3,0 | 60,07 73,17 80,48 92,68
6 100 52,3 | 57,140 B,0| 45,23 | 42,85 28,57 8,13 2,85
% 100 63,63 | 61,%| 52,27 52,27 | 6,41 56,81 7,72 90,90

-GG -



TARTFAU 17

EVOLUTION DU TAUX DES LIPOPROTEINES (IDL) ET HDL CHOLESTEROL)

ET DE L'ACTIVITE CHOLINESTERASIQUE LORS D'UNE INTOXICATION

AU FENITROTHION (IOP) — CHEZ LE LAPIN

Périoe et date

Pré—into—(INTOYX I CATION|POST INTOXICATION
des plmvts . .
xication
Paramétres
26-27/12/91| 30/12/91 | 02/01/92| 06/01/92| 10/01/92 | 14/01/92 |18/01/92 22/01/92 27/01/92
Activité cholinestérasique
( total) 1,89 1,00 0,76 1,19 0,% 1,59 1,67 1,80 1,74
Activité cholinestérasique
(pl ) 0,86 0,58 0,35 0,43 0,64 0,71 0,85 0,79 0,79
Activité cholinestérasi
(Enytt ) que 1,91 1,06 0,78 0,87 | 0,% 1,5% 1,72 1,57 1,81
HIL. cholestérol 0,27 0,3% 0,39 0,44 0,39 0,34 0,32 0,27 0,28
1. cholestérol 0,44 0,28 0,27 0,23 0,23 0,25 0,25 0,32 0,36

- oG -



pmole de substrat hydrolysé /

mn/ml de sang total FIGURE 3 : Evolutlon de I'activité cholinestérasique
2 moyenne dans le temps lors d'une Iintoxication au
FENITROTHION (IOP). SANG TOTAL de LAPIN
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pmole de substrat hydrolyse /
mn/ml de plasma

_58.~

FIGURE 4

dans le temps lors d'une intoxication au

Evoiution de ['activité cholinestérasique
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umole de substrat hydrolysé /

mn/ml d'erythrocytes FIGURE 5 : Evolution de ['activité cholinesterasique
2 dans le temps lors d'une intoxication au
I- FENITROTHION (IOP). ERYTHROCYTES de LAPIN
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Taux LDL
cholestérol (g/l) FIGURE 6 : Evolution du taux des LDL cholesterol
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Taux HDL FIGURE 7 : Evolution du taux des HDL cholestérol
dans le temps lors d'une intoxication au
FENITROTHION (1.0.P.). PLASMA de LAPIN
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CHAPITRE IrI

RESULTATS -~ DISCUSSIONS

II. 1. Résultats

II. 1.1. Résultats du dosage de 1'activité cholinestérasigue

Pour les trois éléments auxquels nous nous sommes intéressés & savoir

le sang total ~ le plasma ~ les €érythrocytes. les résultats sont consi~
gnés dans les tableaux 7 -~ 8 - 9 respectivement. Les résultats sont donnés
en tenant compte de 1'animal et des trois périodes du protocole d'intoxi-

cation qui sont @
* la période pré-intoxication 3
* ]Ja période d'intoxication ;

* ]a période post-intoxication.

Pour chaque échantillon on a effectué deux dosages. C'est la moyenne des

valeurs obtenues qui figure au niveau des tableaux,

II. 1.2, Résultats du dosage des lipoprotéines

Ils concernent les deux paramétres étudiés que sont @

- HDL cholestérol ;
- LDL, cholestérol -

Voir les tableaux 13 et 14,

II, 1.3, Etude comparée de 1'évolution des paramétres 1ipopro-
téiques et de 1'activité cholinestérasique en fonction des trois périodes
du protocole d'intoxication .

Voir tableau 17.

II. 2, Discussions

II. 2.1. Du choix des animaux

Cette étude rentre dans les préoccupations du Département de Pharmacie-
Toxicologie de 1'Ecole qui a déja travaillé sur les ruminants, 1'homme et
les chiens. Les présents résultats crmettront des comparaisons avec les

lapins, animaux de choix pour les cx>érimentations de laboratoire. /
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. 2,2, De la condiuite des expériences

- On pourrait penser que le nombre des animaux est faible. Mais cet
handicap n'est pas majeur parce que finalement chaque animal est son

propre témoin.

- Nous avons perdu quelques animaux en cours d'expérience. De 9 au

départ, nous avons terminé avec 6 lapins.

II. 2.3. Des résultats

II. 2.3.1. De 1'activité cholinestérasigue

les valeurs de 1'activité cholincstérasique obtenues seront discutées
en prenant en compte chacun des éléments dosés 8 savoir : le sang total,
le plasma, les érythrocytes, et les périodes du protocole d'intoxication,

II, 2.,3.1.1. Sang total

a/ Période pré-intoxication

Le tableau 7 montre que la valeur moyenne de 1'activité cholinestérasique
pendant cette période (période de référence) est de 1,97 umole/mn/ml.
En dehors d'un seul animal qui est & 2,71, on peut considérer que les

valeurs individuelles vont de 1,57 a 2,03,

b/ Période d'intoxication

Nous notons une baisse de 1'activité cholinestérasique au niveau de
tous les animaux et durant toute cette période. Cette chute commence
dés le premier jour qui suit 1'intoxication. Nous avons le minimum
d'activité, c'est a dire 41.62 p. 100 situd au milicu de cette période.

(tableau 10). Ce qui correspond & une inhibition de 58,38 p. 100.

c/ Période post-intoxication

L'activité cholinestérasique amorce une croissance notable durant cette
période. La figure 3 montre que la courbe remonte & partir du 10 Janvier
pour subir une légére Baisse le 27 Janvier.

Cette diminution est sans grande influence, car absente aussi bien au
niveau du plasma, que des érythrocytes . Le recouvrement de 1'activité
cholinestérasique n'est total a la fin des expériences que pour 1'animal
N° 3, L'activité cholinestérasique du sang total subit plus de variations
en fonction des paramétres du sang (hématocrite par exemple) et constitue

un mauvais indicateur.

ofeue
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Ir, 2,3,1.2. Plasma
a/ Période pré-intoxication

Le tableau 8 montre que 1‘'activité cholinestérasique verie de 0,77 a
1,01 py-mole/mn/ml et que la valeur moyenne est de 0,86 u-molefmn/mwl.
Cette activité est plus faible que celle du sang total.

b/ Période d'intoxication

Nous eonstat oms. une baisse généralisée de 1'activité durant toute

cette période. Comme pour le sang total, le taux minimum d'activité est
observé au milieu de cette période. La figure 4 visualise cette situation.
Nous avons 40,69 p. 100 d'activité par repport a8 la référence. soit um
taux d'inhibition de 59,31 p. 100 (tableau 11).

¢/ Période post-intoxication

La figure 4 nous montre qu'une croissance nette s'amorce 8 la fin de
1'intoxication pour atteindre son maximum 98,83 p. 100 au milieu de
cette période.

A la fin de cette période, le recouvrement n'ast total que pour les ani-

maux 1 et 2.

II. 2.3.1.3. Les érythrocytes

a/ Période pré-intoxication

Le tableau 9 montre que la valeur moyenne de 1'activité cholinestérasi-
que pendant cette période est de 1,91 p-mole/mn/ml.

Les valeurs de 1'activité pour les 6 lapins vont de 1,56 & 2,66,
L'activité cholinestérasique érythrocytaire est plus forte que 1'acti-
vité plasmatique. Chez le lapin, 1'activité cholinestérasique est éry-

throcytaire.

& Période d'intoxication

Autant que pour le sang total et le plasma, nous notons une baisse d'ac-
tivité généralisée. La valeur moyenne de la période pré-intoxication

qui est de 1,91 passe au milieu de la période d'intoxication 8 0,78 soit
si nous regardons le tableau 12 des pourcentages, un passage de 100 p. 100
d'activité & 40,83 p. 100 soit une inhibition de 59,17 p. 100. La figure

5 nous montre ce phénoméne par un minimum situé au 02 Janvier.

./...
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c /Période post-intoxication

Le recouvrement de 1'activité commence dés 1'arrét de 1'intoxication

si nous considérons les pourcentages du tableau 12, 45,54 p. 100
(dernier préleévement de la période d'intoxication) et 49,21 p. 100
(premier prélévement de la période post—intoxication). Cette phase

de croissance continue jusqu'au dernier jour oud le recouvrement tend
vers la totalité, c'est & dire 100 p. 100. Nous avons 94,76 p. 100

de moyenne.

En résumé, le FENITROTHION (IOP) administré par la voie per-cutanée chez
le lapin 8 la dose de 65 mg/Kg/j pendant une semaine entraine une

forte dépression de 1'activité ciiolinestérasique, aussi bien au niveau

du sany total, du plasma, que des érytarocytes.

t

Cette inhibition atteint respectivement 58,38 p. 100 3 59,31 p. 100 3
59,17 p., 100 de 1'activité initiale.

I, 2.3.1.4. Confrontation avec les résultats bibliogra-

phiques

Nos résultats obtenus avec le plasma peuvent étre comparés a ceux d'EZIN
(14) qui a travaillé chez le chien avec le méme élément.

Cet auteur note qu'avec le FENITROTHION utilisé par la voie per-cutanée
a la dose de 130 mg/Kg/j pendant 7 jours chez le chien, la dépression

de 1'activité cholinestérasique est rapide. Ce qui est en conformité

avec nos données, méme si nous avons utilisé la moitié de cette dose.

Cependant, & la fin de nos expériences, le taux de recouvrement moyen

obtenu (91,86 p. 100) est inférieur & celui d'EZIN (107,6 p. 100).

L'interprétation qu'il faut donner a8 ce résultat, hormis la différence
de sensibilité liée 4 ]1'espoes est que 1'activité cholinestérasique est
plasmatique et érythrocytaire chez le chien tandis qu'elle est surtout

érythrocytaire chez le lapin.

Cette thése est toutefois 4 mpnoer d'autant qu'avec le sang total et les
érythrocytes, le recouvrement moyen est aussi incomplet. La raison que
nous pouvons évoquer est que le recouvrement est lent, une fois 1'acti-

vité cholinestérasique déprimée au niveau des hématies.

Un autre auteur SIDO (35) qui a travaillé chez les ovins et dans les
mémes conditions que les ndtres a noté une dépression trés lente et un
recouvrement lent de 1'activité. Chez les ovins, 1'activité est exclusi-

vement érythrocytaire.

./.o.
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Sur le plan clinique, nos résultats ne concordent pas. Nous avons eu
des morts. Bien entendu, les lapins sont une espéce trés sensible.
La dose que nous avons utilisée est le 1/10 de la DL 50 souris par

la voie per-cutanée

II. 2.3.2. Des lipoprotéines

Le dosage des HDL cholestérol et LDL cholestérol a donné les taux -

gurant aux tableaux 13 et 14.
Valeurs moyennes

HDL cholestérol s 2,27 ¥ 0,09 (/1)
L2L cholestérol s 0,44 0,07 (2/1)

;.
iyl

La littérature nous fournit peu de données relatives 8 ces éléments.
Nous trouvons généralement le taux du cholestérol total ou celui des

fractions lipoprotéiques dans leur globalité, c'est & dire les t
taux de . VLDL - LDL -~ HDL - chylomicrons.

Toutefois, LACOMBE et NIBBELINR(%%Q trouvé chez le lapin, des valeurs

presque identiques aux ndtres.

HDL cholestérol : 0,24 g/1
LDL cholestérol : 0,31 g/1.

De plus, le taux du cholestérol total est généralement supérieur chez

toutes les espéces aux taux des HDL et LDL cholestérol.

EZIN (14) travaillant chez le chien
ci:olestérol total 2,33 g/l
HDL cholestérol 1,45 g/1
LDL cholestérol 1,93 g/1

Chez 1'homme
cholestérol total 1,4 - 2,7 g/1
HDL cholestérol 0,41 ~ 0,75 g/1
LDL cholestérol 1,80 - 1,88 g/1.

Chez le lapin, le taux de cholestérol total peut atteindre 0,8 g/l.

Ce qui est supérieur a ceux des LDL et HDL cholestérol qu'on a trouvés.

Compte tenu de c qui précéde, nous pouvons considérer nos résultats -
comme fiables. Ce qui nous permet d'aborder la troisiéme partie de la

discussion des résultats.

J...
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. 2.3.3. Coperaism des fluctuations de 1'activité Holinestérasiqe et

des taux lipoprotéigues

L'examen du tableau 17 montre gue :
les valeurs de 1'activité cholinestérasique comme nous 1'avons déja vu,
subissent une dépression pendant la phase d'intoxication pour ensuite

tendre vers leur taux initial & 1'arrét du protocole d'intoxication.

Les LDL cholestérol varient dans le méme sens que 1'activité cholines-
térasique comme le montre la figure 6. Seulement la phase de dépression
des LDL cholestérol est plus longue, car elle continue aprés 1'arrét

des intoxications. Lz phase de recruvrement ne commence que le 22 Jan-
vier, alors que pour 1'activité cholinestérasique, elle débute une se-

maine avant (14 Janvier).

Ce tableau 16 nous montre que la dépression des LDL cholestérol peut
atteindre 52,27 p. 100 de la valeur initiale. Les HDL cholestérol évo-
luent en sens inverse de 1'activité cholinéstérasique et des LDL cholestérol.
Ils augmentent lors de la phase d'intoxication, et peuvent atteindre un

taux de 162,96 p. 100. Ceci est mentionné dans le tableau 15,

La figure 7 visualise un pic qui est atteint 8 la fin de la phase d'into-

xication.

Au terme de cette analyse comparée des fluctuations de 1'activité cho-
linestérasique et des taux lipoprotéiques lors d'une intoxication au
FENITROTHION (IOP) chez le lapin, il ressort que la dépression de 1'ac-
tivité cholinestérasique s'accompagne de celle du taux des LDL choles-

térol, tandis que les HDL cholestércl subissent une augmentation.

Ces résultats sont en contradicticn avec ceux obtenus par EZIN (14) qui
a travaillé chez le chien et avec ceux de HOUETO (19) qui a étudié la
méme chose chez 1'homme. Mais ils sont en conformité avec les conclusions

de REIJO (31) qui comme nous a travaillé chez le lapin.

Par conséquent, 1'existence d'une inter-relation entre les cholinesté-
rases et les lipoprotéines peut étre considérée comme existante chez

les 1apins.
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L'amélioration des moyens de diagnostic lors d'intoxication par les insectici-—
des organophosphorés (IOP) demeure depuis quelques temps, 1'une des préoccupa—
tions principales du laboratoire du Département de Pharmacie-Toxicologie de

1'Ecole.

Ainsi, des paramétres biologiques tels que les lipoprotéines sont utilisés en
vue de disposer d'autres outils de diagonstic en dehors de la mesure de 1'ac—

tivité cholinestérasique.

Pour ce faire, les résultats des travaux de certains auteurs nous serviront

de support. Il s'agit notamment :

* CHU et collaborateurs (6) selon lesquels, 1'activité des pseudo—
cholinestérases augmenterait proportionnellement a celle des triglycérides et

du cholestérol :

* LAWRENCE et MELNICK (24) qui ont montré que les pseudocholinesté-
rases s'associeraient quelquelois aux lipides et lipoprotéines pour former un

complexe ;

* REIJO et collaborateurs (31) selon lesquels la dépressicn de 1'ac~
tivité cholinestérasique s'accompagnait de celle des taux de cholestérol et
de LDL chez des lapins intoxiqués au dichlorvos.

Ils ont noté également une remontée de ces paramétres dés 1l'arrét du processus

d'intoxication.

C'est dans ce contexte d'étude des rapports existant entre les cholinestérases

et pseudocholinestérases et les lipoprotéines que se situent nos travaux.

Nous avons d'abord déterminé les valeurs de référence :

* Pour 1'activité cholinestérasique en pmole de substrat hydrolysd/mn

— sang total 1,97 + 0,42
- plasma 0,86 + 0,08
— érythrocylLes 1,91 + 0,41

* Pour les lipoprotéines en g/1

— HDL cholestérol 0,27 + 0,00
= 1d1 cholestérol 0,44 + 0,07

+

S



Nous avons administré par la suite, du FENITROTHION (IOP) & la dose de
65 mg/Kg/j pendant une semaine par la voie per—cutanée a des lapins.
Puis, nous nous sommes intéressés a 1'examen des différents paramétres préci-—

tés pendant et aprés 1'intoxication.

Pendant 1'intoxication, l'activité cholinestérasique est inhibé&e a tous les
niveaux étudiés qui sont : le sang total, le plasma, les érythrocytes.
Cette inhibition atteind respectivement 58,38 p. 100 ; 59,31 p. 100 ; 59,17 p.

100 de 1'activité initiale.

Quant aux paramétres lipoprotéiques, nous observons une baisse considérable
des LDL cholestérol pouvant atteindre 52,27 p. 100 de la valeur initiale.

Les HDL cholestérol augmentent. Augmentation pouvant atteindre 62,96 p. 100.

Aprés 1'intoxication, nous constatons que 1'activité cholinestérasique tend vers
son taux initial de méme que les paramétres lipoprotéiques. C'est dire que

les phénoménes observés sont réversibles.

En définitive, 1'administration du FENITROTHION (IOP) par la voie per—cutanée

a la dose de 65 mg/ Kg/j pendant une semaine & des lapins, entraine une inhi-
bition des cholinestérases et pseudocholinestérases. Les LDL cholestérol dimi-
nuent parallélement a 1'activité cholinestérasique, quant aux HDL cholestérol,

ils évoluent en sens inverse.

Voir ce travail s'améliorer est notre souhait. C'est dans ce sens que nous sug-

gérons sa poursuite qui prendrait en compte les constituants lipidiques.



_70_

BIBLIOGRAPHTIE

1. ANDERSON ET MACHIN (A.F.)
The organophosphorus warble fly dressings : some aspects of their toxicity to

cattle including the antidote.
Vet. Rev, 1969, 85, 484.

2. BELLON (P)
Résistance aux insecticides des arthropodes importants en médecine humaine et
vétérinaire.

Thése Méd. Vét. Toulouse, 1972, N° 34.

3. BROWN (M.S.) KOVANEN (P.T.) ET GOLDSTEIN (J.L.)
Regulation of plasma cholesterol by lipoprotein receptors

Science 1981, 212, 628 - 635.

4. CECILE (J) ET FOURNEL
Prévention des intoxications par les produits organophosphorés

Bull. Acad. Nat. Red. 1964, 11-12 ; 198 - 201.

5. CHAPMAN (M.J.)
Animal lipoproteins : chemistry, structure and comparative aspect

J. lipid. res. 1980, 21, 789 - 853.

6. CHU (M.I.) FONTAINE (P.), KUTTY (K.M.), MURPHY ET REDHEENDRAN (R)
Cholinesterase in serum and low density lipoprotein of hyperlipidemic patients.

Clin. chim. acta 1968, 22, 151 - 155.

7. CISSE (B.S.)
Lutte chimique contre le quélea (mange-mil) en Afrique de 1'Ouest.

Thése pharm. Dakar 1981, N° 16.

8. DRUMOND (R.O.)

Destruction des larves d'Oestrus ovis par les insecticides systémiques.

Journal of parasitology 1962, 48, 211 - 214.

9. DUBBS (C.A.)
Ultrasonic effects on isoenzymes

Clin. Chim. Acta, 1966, 12, 181 - 186,

Ao



10. EISENBERG (S)
Very low density in lipoprotein metabolism

Prog. Biochem. Pharmacol, 1979, 15, 139 - 165.

11. EISENBERG (S) ET LEVY (R.I.)
Lipoprotein metabolism

Adv. Lipid. Res. 1975, 13, 1 - 89.

12. ELIMAN (G.L.)
A new and rapid colorimetric determination of acetylcholinesterase activity

»

Biochemical pharmacology 1961, 7, 88 — 95,

13. ETO (M)
Organophosphorus pesticides organic and biological chemistry

CRC Press, Cleveland, Ohio, USA 1974,

14. EZIN (A)

Relatibn entre cholinestérases et lipoprotéines durant les intoxications
par le FENITROTHION (IOP) chez le chien.

Thése Méd. Vét. Dakar, 1990, N° 9

15. FALCY (J.C.)
Mesure de 1l'activité cholinestérasique chez les ruminants
Application au diagnostic de 1'intoxication par les insecticides organophosphorés.

Thése Méd. Vét. Lyon. 1969, N° 22.

16. FEATHERSTONE (R.M.)
A guide to molecular pharmacology toxicology. Part 1
Marcell DECKER INC.NEW YORK 1973

17. FIELDING (C.J.) ET HAVEL (R.J.)
Lipoprotéine lipase
Arch. Pathol. Lab. Med. 1977, 101, 225 - 229.

18. GREEN (P.H.R.) ET GUCKMAN (R.M.)
Intestinal Lipoprotein Metabolism

J. Lipid. Res. 1981, 22, 1153 - 1173.

S



19. IIOYETO (P.E.T.)
Ftude des cholinestérases et du métabolisme lipoprotéique chez les applicateurs
de peslicides au Sénégal.

Thése pharm. Dakar, 1990, N° 20

20. KECK (G)

Toxicologie des insecticides organophosphorés

Notes de toxicologie vétérinaire du C.N.I.T.V,, 1980, 7, 375 - 396

21 KUITY (K.M.) KT ACHARAYA (C.D.)
serum cholinesLerase and lipoproteins : a possible relationship

Scand. J. Clin. lLab. lInvest, 1972, 29, 105.

22, RUTTY (K.M.), ROWSEN (G) ET COW (A.R.)
Lnter relalionship between serum BlipoprolLein and Cholinesterase

Can, J. Biochem, 1973, 51, 883 — 887.

23. LACOMBE (C) ET NIBBELINK (M)

Influence de 1'insuline sur 1'hyperlipoprotéinémie induite par un régime semi-
synthétique riche en graisses saturées chez ie lapin.

Diabéte- Métabolisme, 1983, 9, 35 -~ 4l.

24 . LAWRENCE (S.11.) ET MELNICK (P.J.)

Enzymatic activily related to human betalipoprotein, histochemical, immuno—
electrophoretic and quantitative studies.

Soc. lxp. Bid. Med. 1961, 107, 998 - 1001.

25. LORGUE (G), DELATOUR (P)

Les intoxications aiguss chez le chien : bilan de 15 mois d'analyses
8 y

Rev. de Méd. Vér. 1973, 124, 1211 - 1218

26. MICIEL (11.0.)

An electrometric method for determination of red blood cell and plasma

cholinesterase activily.

J. Lab. Clin. Med. , 1949, 34, 1564 - 1568.
27. NICOLL (A), MILLER (N.E.) ET LEWIS (B)

fligh density lipoprotein metabolism

Adv. Lip. Res., 1980, 17, 53 - 106.

Y



28. NILSSON — IILE (P), GARFINKIL (A.S.) EI SODIS (M.C.)
Lipolytic enzynes and plasma  lLipoproteins metabolism.

Ann. Rev. Biochem. 1980, 49, 667 ~ 693.

29, PARE (M)
L'utilisation acluclle des pesticides au Burkina laso

Thése MAd. Rev. Véu. Dakar 1985 N° 11

30. PITIMAN (R.C.), ATTLE (A.D.), CAREW (T.E.) ET STEINBERG (A)
Tissues sites of degradalion of low densilty lipoprotein
Application ol a method [or determining the fate of plasma

Proc. Natl. Acad. Sci. 1979, 76, 5345 - 5349,

31. RILIO RYHANEN, JARL [ERRANEN, KALLE KORIONEN, JIRKA . PENTILLA,
MAARIT POLVILAMPL EFT EINO PUUAKAINEN
Relationship belween serum lipids, Lipoproteins and pseudocholinesterase

during organophophosphate poisonning rabbils

Int. J. Biochem, 1984, 16, 0687 — 6Y0.

32. RIGOLE (B.E.J.)

L'intoxication des animaux domestiques par les insecticides organophosphorés

Thése Méd. Vét. Toulouse 1960, N° 10.

33. SCANU (A.M.), BYRNE (R.E.) ET MIIIOVILOVIC (M)
Functional Roles of plasma high density lipoproteins

Crit. Rev. Biochem, 1982, 13, 109 - 140.

34. SCIMITZ (G) ET ASSMAN (G)
Isolation of human serum HPL] by zonal ultra centrifugation

J. Lipid. 1982, 273, 903 — 910,

35. SibO (5)
Mesure de l'activité cholinestérasique chez les ruminants

Application au diagnostic de )l'intoxication par les insecticides organophosphorés.

Thése Méd. Vétr. Dakar, 1987 N° 8

36. SMITH (L.C.) ET SCOW (R.0O.)
Chylomicrons. Mecanism of transler of lipolytic products to cells

Prog. Biochem. Pharmacol, 1979, 15 - 109 - 139



37. STUART (L.O.) ET OEHME (F.W.)
Organophosphorus delayed neurotoxicity
A neuromyelopathy of animals and men

vét. Hum. Toxicology, 1982, 24, 107 - 115.

38. TERPSTRA (A.H.M.) ET SANCHEZ MUNIZ (F.J.)
Time of the development of hypercholesterolemia in rabbits fed semi-purified

diets containing casein or soy bean protein
1981, 39, 217 - 227.

Atherosclerosis »

39. TERPSTRA (A.H.M.), SANCHEZ-MUNIZ (F.J.), WEST (C.E.) ET WOODWARD (J.A.C.)
The density profile and cholesterol concentration of serum lipoproteins in

domestic and laboratory animals.
Comp. Biochem. Physical, P.T.B., 1982, 71, 669 - 674.

40. VINCENT (D) ET SEGONZAC (G)

Méthode pratique de dosage simultané des cholinestérases plasmatique et globu-
laires dans le sang total.

Ann. Biol. Clin. 1965, 23, 353.

41. YOUNGER (R.C.) ET WRIGHT (F.C.)
Acute coumaphos toxicosis in cattle : antidotal therapy with pralidoxime

chloride and atropine and related alteration of blood and serum enzymatic

activities
Am. J. Vet. Res. 1974, 32, 1053.



SERMENT DES VETERINAIRES DIPLOMES DE DAKAR

Fidélement attaché aux directives de CLAUDE BOURGELAT, Fondateur de
1'Enseignement Vétérinaire dans le monde, je promets et je jure devant

mes maitres et mes alnés :

- d'avoir en tous moments et en tous lieux le souci de la dignité

et de 1'honneur de la profession vétérinaire ;

- d'observer en toutes circonstances, les principes de correction

et de droiture fixés par le code de déontologie de mon pays ;

- de prouver par ma conduite, ma conviction, que la fortune consiste

moins dans le bien que 1'on a que dans celui que 1'on peut faire ;

— de ne point mettre a trop haut prix, le savoir que je dois & la
générosité de ma patrie et a la sollicitude de tous ceux qui m'ont permis de

réaliser ma vocation.

QUE TOUTE CONFIANCE ME SOIT RETIREE S'IL ADVIENNE QUE JE PARJURE.
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