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DNTRODUCTION

---------------

Parai les orientations de l'industrie chilllique. figure en bonne

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

tons depuis longtemps à la mise sur le I118rché de produi ts agrophar

I118ceutiques dont les :lnsectic1des orgenophosphoz'és (I.O.P.) connlUJ

pour leur usage agricole lIJ8is égalell1ent pour leur illlportance théra

peutique et sanitaire. Ils sont cependant à l'origine d'intoxications

dangereuses aussi bien chez 1 'hOlIDe que chez les aniJaaux. Le traitement

de ces intoxications pour ~trc efficace nécessite·un diagnostic pré

coce. La technique la plus utilisée au laboratoire pour établir une

certitude d'intoxication par les l.O.P. est la .esure de l'activité

cholinesterasique qui subit une dépression dès les premières heures qui

suivent l'intoxication.

Par a1lleurs. les cholinestérases sériques forment selon LAtlRENCE et

HELNlCK (24) des coaplexes avec les lipides et les lipoprotéines. Cette

connaissance fut très intéressante dans une perspective d'8IIIélioration

des méthodes de diagnostic.

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

Il s'agit d'essayer de renforcer les moyens de diagnostic. lors d'into

xication par les insecticides organosphorés. Pour ce faire. nous étudie

rons les corrélations qui existent entre les choJ.~lJBStéraseset les li

poproteines not8llllllent les LDI. cholestérol et HDL cholestérol durant les

intoxications par le FlmtrtttziaJ (lOP) chez le lapin.

Ce travail COIIIprend deux parties :

.. la première partie est une étude bibliographique sur

les insecticides organophosphorés. les lipoprotéines. les cholinestérases

et pseudocholinestérases et les inter-relations entre ces différents

élé.ents ,

.. la deuxi~ partie est une étude expérimentale consa

crée à la I8esure de l'activité cholinestérasique et 8U dosage des LDL

cholestérol et des OOL cholestérol.

.1 ...
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PREHIERE PARTIE

-----------------

Cette partie ee-porte deux chapitres ..

- un qui traitera des eénéralités sur les insecticides orgtJ1J01lbosphorés.

les cholinestérases et les pseudocholinestérases,

- l'autre chapitre concernera les lipoprotéines et les relations ent...

ces élélaentset les pseudocbollnestérases.

...
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CHAPITRE 1
------..----

GBNERALITBS SUR LES INSECTICIDES OR~1KJSPOORBS! LBS C1DLINBSTERASES

ET LBS PSE~INESTERASBS

1. 1 D"ITION

Les insecticides orgB1Jophosphorés (IOP) sont des cOlllposés organiques de

synthèse.

Ils dérivent de l'acide orthophosphorique et ont une structure aliphatique.

cyclique ou hétérocyclique. Ils sor;~: doués de propriétés antichol1nestérasi

ques. base de leur activité lMis aussi de leur toxicité.

1. 2 STRcx:nJRE ET CLASSIFICATION

Les IOP sont du point de vue chiJIique des esters ou des lJJJides de l'ltcide

orthopbosplJorique (831'04) •

Représent8tion de la structure générale des IOP

X'R'
~OR
----:'OR

X et X' sont des at~s d'oxygène ou de soufre

R et R' sont des radicaux aliphatiques 0U 8TOl11lJtiques.

Cette structure est le principal critère de classification cbiJIique des

insecticides organophosphoréso

1. Z.I.

X-o

B.maPles :

Les phosphates

X' ... 0

* D1ch1orvas

R' - - CH ... a:l2

Cette strncture lui c.onfère Tc nC7i chimiqr:c rl'c dimetbylr!ichlor:ovinyl i'bosph,~tc

/O_C~_CH:;::.CCl2

_O_-CH3

'O-CH3

* llevinphos o
1/

R' = - C=.CH - C - 0C1l3
1.
CH3

.1...
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Cette stnX::t.ure condui t li la formule générale

o - C::::::::CH - C - oaI3
O"p~ 1

~o-::
o - CH3

l. 2.2. Les thionopbosphates ou phosphothioates

x=S

C'est le groupe le plus important des insecticides orgBnophosphorés.

Exemples :

~0-@-- .. N02
S:::::: P"-.... . OCH2 --- CH3

""'0 CH2 - CH3

C'est l'un des lOP les plus toxiques.

Jt Parathion

R = - CH2 - CH3 R'. ~(O) IKJ

Jt Fenitrothion

R = CH3
~- CB3

Rf = -<Y--N02

CH3
____0-~N02

S=P~O-CH3

~O - CH3

Son no- déposé est le SUIII711ION. Il est très utilisé par la DIrection de

Protection des Végétaux du Sénégal.

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

l. 2 ..3. Les Thionothiophosphates

X-S
Exemple :

Jt lfalathion

R,. CH3

x' .. S

R' = - CH - OOOC2 H5

CH2 - COOC2 H5

./...
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Ce qui donne la formule

/ - CH - WOC2 85
S • p~ CH2 - GOœ2 85

,,\:0 CH3

·0 CR3

C'est le COI1Iposé le lIIOins toxique d'où sôn ut1lisat:iOl1 daQS les locaux

egricoles et contre les at1p!JIœ:ttcs du bétail.

Les phosphonates

Leur forlBOle générale [XJssède unD fonction phosphate - carbone.

o =

Exe.ple :

lit Trichlorfon

o =

1. " ..'). Les phosphoramides

Leur forlllUle générale est la 8uivûnte :

o •

Les phosphorlJlllides sont des dérivés beaucoup plus rares. Nous citerons le

crufoaate (RUELENE) qui est un insecticide endoëhérap1que. très peu tOJC1que.

actif contre les parasi tes du bétail.

1. 2 fJ. Autre type de c1llSsification

Sur le plan chimique. les insecticides org8nophosphorés peuvent ~tre regroupés

en quatre classes principales. CODllJle le ~ntre le tableau 1.

./...
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I. 3 tes propriétés physico-çhimiques

Les propriétés physiques

Les IOP se présentent sous les Eormes de liquides visqueux incolores ou

brun~tres. Ils ont une odeur alliacée, désagréable. La solubilité de ces

composés est Eaible d811S l'eau sauf le trichlorEon, le DFP (di-isopro

pylEluorophosphBte) et le mevinphos qui sont très hydrosolubles. Les JOP

sont très 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

pt1lement 1 'hydrolyse, le pouvoir alkylant et l'isomérisation.

I. J.2.1 L'hydrolyse

La vitesse d'hydrolyse des composés organophosphorés est fonction de la

structure chimique et des' coriai tians de réaction qui sont :

le pH. la température, la nature du solvant ou l'existence du catalyseur.

Par exemple l'accroissement de la température augmente la vitesse d'hydro

lyse dans des proportions importantes.

I. J '2.2. Les propriétés alkylantes

Elles ont été largement étudiées par ETO (13). Les propriétés alkylantes

permettent d'expliquer certaines activités biologiques des esters phospho

t'iques. En outre, ces propriétés alkylantes servent pour la synthèse de

certains dérivés. Ainsi, l'éJction d'agents nuc1eophi1es tels que les amines

ou l'iodure de sodium permet la prépllration de derives dimethy1es des compo

sés organophosphorés.

I. 3 2.3. L'isomérisation

Cette propriété est liée à la présence de cinq valences non identiques du

phosphore. Ceci permet de comprendre certaines réactions d'isomérisation

par échange entre différents atomes.

Pllr exemple, au cours de la préparation de certains thionophosphates, la

température peut produire une iSOlllérisation Le parathion peut ainsi contenir

5 à 25 p. 100 d'isomeres S. Ethyl (7).

.1...
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Usages des insecticides organophosphorés

Les composés org!ll1ophosphorés ont été utilisés al départ. entre autres. à

des fins militaires. En effet. juste avant la seconde guerre mondiale. des

chimistes allemands synthétisèrent de nombreux esteFS organophosphorés

dont les plus toxiques (tabun. sarin. soman) furent sélectionnés colll11Je ga~

de guerre. Hais heureusCIl1ent. les allemands ne se servirent jamais de ces

substances. Les IOP sont utilisés dans les domaines. agricole. sanitaire.

thérapeutique.

1. 4.1. Usat:es agricoles

Les IOP sont très utilisés en vue de la protection des s:JJSr:SS et de.

traitements des cultures (lé[JUIDes. céréales. fruits) contre les insectes

,:r' 8C8Tiens.

1. 4.2. Usages sanitaires

Ils consistent à la désinsectisation des locaux d'habitation et d'élevage.

Les composés org8nophosphorés sont très actifs contre les mouches. les

moustiques et autres insectes nuisibles.

Diverses formes d'utilisation existent :

* la pulvérisation f

* l'épandage B

* les plaquettes à libération pro8ressiv~

I. 4.3.

Les principales indications des org8Dophosphorés en médecine vétérinaire

sont des cas de parasitoses.

* Ectoparasi toses dues aux arthropodes ,

* différentes myi8Ees ,

* helminthoses.

Traitement des parasitoses externes

Les insecticirles organophosphorés sont utilisés dans la lutte contre les pa

rasites externes des animaux comme: les punaises. les puces, les !JOUX, les

formes d'utilisation de ces produits sont : poudre, solutions émulsionntJbles

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

0/•••
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Trai tement des différentes -riases

Les [OP ont été utilisés contre les ayiases cutMJées dv~~ées

dans les pays chauds par les larves de Lucil1a sericata. Pour cette larve.

les applications locales ou le trai teillent général per os avec du Fenchlorphos.

ou avec du CoUD18phos ont donné de bons résultats. Chez le cheval, les larves

gastriques de 8lJSterophiles ont été traitées au trichlorlon par la yOÏQ ortJle

avec succès. Chez le .auton, les larves cBvitaires d'Oest:I'US cwis ont été

tuées paz: des applications locales de Ruélene (8).

Traitement des helminthoses

Le traitement des hell1linthoses ;Jar les insecticides~es~

assez délicate car les effets varient avec les composés utilisé:-. la dose

d'emploi. l'espèce de parasite et son stade d'évolution (18).

I. S. Intoxication chez les anilll8ux

I. ~.J. La toxicocinétigue

Le dereoi-r des insecticides orglJlJophosphorés c1lJruJ- l'organisme découle de

deux propriétés essentielles: la. liposolubilité et la faible stabilité

cbiaique. La 1iposolubilité conditionne le passage à tra.-ers les ae-braneB

biologiques, elle règle l'absorption et la distribution de ces cOlllposés •

Les voies d'absorption

Les i.psecticid~s orgenorhosphoré... p~è;tren.t par différentes voies d'ab

sorption : digestive. pulmonaire, cutanée ou BlUqueuse.

1.S.1.1.1. La ~ie digestive

Par la voie digestive. les insecticides orgBnophosphorés sont rapidetllelJtré

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

1.5..1~1. 2. LB voie wJ.-onaire

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

sols d'insecticides or8anophosphorés.

1.5.1.1.3. Le contact cutané

Le contact cutané est important aussi bien en médecine hUIIIBine que vétéri.naire.

Chez 1 'hODJl1le. c'est sans doute la. voie de pénétration la plus importante lors

.1...
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d"llt'tmd.c8tion. pr~&",j-cnooJ.1.Q(~iDu~... .pu~~ra). LB

vitesse et l'intensi té de la pénétration tnmscUtBnée des Jnsect:Lc:.idQ6J

orgB1JOBPhorés augmentent avec la te-pérature (35).

1.5. l :l. Transport et dis,!ribution

Lorsque les insecticides org8IJosphorés sont absorbés, ils sont véhiculés

{JlJr le SIJIJ8 jusqu'aux divers orgllnes où ils vont se localiser. Cette

localisation est fonction de la teneur des organes en lipides. On les

retrouve ainsi dans :

* les tissus nerveux où ils exercent leur activité toxique

* les tissus adipeux avec un certain te-ps de latence

* le foie où ils subissent des biotransfor1D8tions très inten-

ses en général.

Un taux très faible est retrouvé dans les IllUSc1es. Après :J'être fixés,

les insecticides orgtJnosphorés vont subir des résctions de biotr8IJsfor

IIBtion.

1.5.1 .3. Résctions de biotransforl1JlJtion

Beaucoup d'insecticides organosphorés ne sont pas directement actifs,

mais activés en produits toxiques dans l'organisme grece à trois princi

paux types de réactions:

* les réactions d'oxydation;

... les résctions d'hydrolyse:

* les réactions de conjugaison.

1.5.1.3.1 Réactions d'oxydation

Elles s'effectuent surtout clans le foie 8r&ce aux systèllles enzyaatiques

micrOSOllJBUX. De nombreuses réactions oxydatives peuvent entrer en jeu,

COISe les réactions de désalkylation. les réactions d'hydroxy1ation ou

les réactions de désulfuration oxydative. Ce sont ces réactions de désul ..

furation oxydative qui transforlllelJt les insecticides organosphorés soufrés

en dérivés oxydés qui représentent la for8e 8ctive Mis toxique aussi.

Le parathion est oxydé en paraxon qui possède une activité anticholines-

t:érasique mille fois supérieure du fBit de l'augmentation du caractère

électrophile de l'atome de phosphore.

./...
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l. 5.1.3.2. Réactions d'hydrolyse

Ces réactions donnent naissance à des l1IétOColites beaucoup IMJins toxiques

que les composés de départ. Ce sont des réactions de détoxication vraie.

Elles s'effectuent grâce à des estérases de différents types ou 8r~ce

à des 8lIIidnses.

l. 5."1.3.3. Réactions-!econ jURaison

Ce sont des rét:Jctions de ÇJ1ucurono et su1foconju8aison.E11es conduisent

en général à une inactivation ou à une élimination des dérivés conjugués.

I. 5.1.4.Eliminatio~

L'élimination des insecticides organosphorés de l'organisme se fait

sentie11ement sous forme dé[JrDdée grâce aux réactions de biotransfor

mation. Cette élimination se fait surtout par voie urinlJire et beaucoup

moins par voie biliaire. Elle est en général très rlJpide. Quarante huit

heures après administration, plus de 90 p. 100 de la dose absorbée est

éliminée. (20).

Au total

le .ét3bolisme des IOP est rapide et intense. Ce sont par opposition aux

insecticides organoch1orés (Lindane, DDT, HCH) des composés non cumula

tifs facilement dégradés et éliminés. Ceci explique:

... la durée d'action relativement brève ,

... la relative brièveté d révolution des irrtoxü;ations ,

... 1;'1 faible toxici té H 10nJ terme ~

... Je taux en g(~néra1 faible des résidus retrouvés dans

l'alimentation.

l.5 ) Etude toxicol.oBique des insecticides or8anosphorés

I.5~2.. 1. Circ(~nstences d'intoxication

Les intoxications par les lOP peuvent s'observer chez toutes les espèces

anilll81es. Elles frappent surtout les rUlllinants et plus particulièrement

les bovins (20). Ces intoxications sont soit d'origine accidentelle 1

soit consécutives"àun traitement anti-parasitaire. Elles peuvent dans

certains cas être malveillantes.

.1...



I.5. 2.1.1

- 12 -

Intoxications d'origine accidentelle

Diverses circonstances sont possibles. parmi lesquelles l'ingestion

directe de produits ou de préparations insecticides. d'herbes ou de

fourrages traités. ou plus rarement la consommation d'eau polluée loIS

de ruissellement à partir des surfaces traitées.

Des contàminations massives des milieux aquatiques peuvent également

survenir entraînant des mortali tés importantes de poissons.

I. 5.2.1. 2 Intoxications d'ori8ine thérapeutique

Ces intoxications surviennent surtout dans le cas de trai tements lIDti

parasitaires e>'~-ernes ou inter: ';. A 1 'heure aC:.ile11e. en Europe où la

chose est bien étudiée. ln iJrDIiclc 0<'jjorité des intoxications par les

organophosphorés provient de tnutements des animaux [k'lr la méthode

"pour en".

I.5.2J..3 Intoxications mqJ l'ei11antes

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 totéÙement étranger (25).

I. 5.2.2 Toxicité et facteurs de variation de la toxicité des insec

ticides_Q..r.~2l?!l.~~?horés

La toxicité des IOP est extr&r1cment variable. On peut distinguer en fonc

tion de la dose 1etha1e 50 (Dl 50) Rat par voie orale :

.. Insecticides haûtŒllCilt toxiques

Ce sont les inr;octicides cunt la DL 50 rat est inférieure à

50 mg/Ka - EXeDla1e : le Parathion - le Dich1orvos

.. Insecticides moyennement toxiques

Exemple : le Parathion - le Di-ethoate

DL 50 rat comprise entre 50 et 500 ma/Ka

.. Insecticides faiblement toxiques

DL 50 rat supérieure à 500 mg/Ka

Exemple: le MahJthion - le Temephos.

1..'3 sensibilité des animaux aux IOP dépend des facteurs COl1JllJe :

.. Facteurs tenoot à l'animal

Espèce - Race - Sexe - J18e

.. Facteurs tenant à l'environnement

Température - Vitc5sec!e J'air.

./...
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L ..5..2.3. 8't:&Œ çl1q.tquG des intoxiœtions

l. 5~2.3.1 Hécanis!Ile d'action des IOP

Ce mécaniSlOO d'action a été étudié par de DOIIIbreqx mtteurs t:91s que

BElLON (2) RlœLE (32). Ces différentes études IIIOntrent que si cette

pharmacodynamie dellleUre peu cOlllprise chez les insectes. e1le est par

contre-~ établie chez les vertébrés (29). Chez les verté-

brés. il est ad8is que du fait d'une analogie de structure avec

l'acétylcholine. les IOP inhibent les cholinesterases en se fixant forte

ment sur elles. L'actiOlJ insecticide et toxicologique des organophospho

rés est liée li cette inhibition des cholinestérases. Les ebolinetKérBses

une fois inhibées perdent leur pouvoir de détruire l'acétylcholine.

NOus BlJVonS que l'acétylcholine est le médiateur chimique nécessaire au

transfert de l'influx nerveux à différents niveaux. et est le médiateur

du système parasympathique. Son accumulation entralne une hyperactivité

vBgatonique. une hyperstimulation des récepteurs de l'influx nerveux 1

ceci explique les symptômes observés lors de l'intoxication Bigue par ces

organophosphorés•

Avant d'aborder l'étude du méC8nisme d'action des IOP. il est nécessaire

de donner un aperçu sur la nature des cholinestérases ainsi que le méca

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

Les cholinestérases (CHE)

Dans l'organisme. il existe deux types d'enzymes CBpables d'hydrolyser

les esters de la choline : les esterases diffèrent eD fonction de la

distribution et de la spécifici té du substrat.

al Les acétylcholinestérases ou cholinestérases

vraies ou spécifiques

Elles ont une affinité plus grande. presque spécifiqtae pour le substrat

naturel. l'acétylcholine que tous les autres esters. Elles ne réalisent

que 1 'hydrolyse de l'acétylcholine (ACR). Elles sont localisées au niveau

des terminaisons nerveuses cholinergiques. des joncti:ons neuro-musculai

res. des hématies.

bl Les pseudocholinestérases ou cholinestérases non

spécifiques

Ce sont des enzymes peu spécifi7.ues. Elles sont capab.les d'hydrolyser

un noebre assez varié d'esters synthétiques et naturetls y compris

./...
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1 'acél::yldrJ1.:iœ.

Elles se localisent surtout dans le système nerveux central. le plaslIJlh

l'intestin et le foie.

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

vis des substrats, il y a fes différences fonctionnelles entre les vraies

et les pseudocholinestéra.ses. Pa.r exemple, les pseudocholinestérases

fonctionnent bien, en présence d'on excès de substrat, tandis que les

acétylcholinestérases sont inhibées dans ces conditions.

Sur le plan toxicologique, seule l'inhibition de la cholinestérase

importe. Des variations s'observent dans la localisation et l'intensité

de l'activité chJlinestérasiquc.

Parmi les animaux domestiques. la majeure partie de l'activité cholines

térasique du Sll1J8 se situe dans les globules rouges, alors que chez

l'hOlBlDe et le chien, l'activité cholinestérasique existe aussi bien au

niveau plasmatique qu'au niveau des hématies.

Ces études sur les inhibiteurs de l'acétylcholinestérase ont permis une

représentation de l'aspect des centres actifs de l'enzyme. La partie

active de l'acétylcholinestérase comprend deux sites:

* un site anionique

* un site cationique ou estérasique où les esters sont hydroTysés

Ce site d'après Featherstone (16) contient deux groupes essentiels :

une fonction acide et une fonction basique nucléophile.

I. 5.2.3.1.l. HéCr~nisme d'hydrolyse de l'acétylcholine par

l'acétylcholinestérase.

Quelles que soient leur locl1lisation et leur spécificité, les cholines

térases provoquent la rupture de la liaison ester de l'acétylcholine

selon la réaction générale.

CH3 " -,
CH3-

CH3 ,/

CHE
N+ - CHl - CHl - 0 - C - CH3 ~CH3

Il

o H20

o
- l! + CH3 - N+ - CHl - CH2 - OH

1
OH

Sur le plan -.oléculaire, les évènements qui se déroulent au niveau de

l'enzyme se font suivant le schéma. ci-après.

.1...
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al Fixation de l'acétylcholine, formation du complexe enzyme-substrat (ES)

bl Scission du complexe ES libération de la choline et ac6tylation de la cholines

térase (CHE).

.J
--- C\-\2

1
C-,= 0

1

C \-\ 3

cl En présence d'eau, regénération de lrenzyme acétylée et libération de l'a-

cide acétique

.1 . ..
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Les trois étapes de l'hydrolyse de l'acétylcholine se déroulent très

rapidement (10-6s ). Les constantes de vitesse sont élevées, l'en

zyme est donc regénérée très rapidement.

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

Les perturbations induites par les org8Dophosphorés résultent du blocage

de l'un des sites de la cholinestérase grâce à une analogie structurale

avec l'ACH.

al ForllJ8tion du complexe Enzrme-orqanophosphoré

bl Phosphorylation de l'enzyme - Hydrolyse de l'or8anophosphoré

~. 1
N+
~ 'C)

\

~.'__~ r .
~o ? 'oe
\2.0 ,

La liaison oxygène =-phosphore colLllente est plus forte que la liaison

carbone-oxygène de la cholinestérnse acétylée du fait du aJractère plus

électrophile du phosphore par rapport au carbone.

La regénération d'enzyme en présence d'eau est donc très difficile, d'où

une inhibition quasi irréversible de la cholinestérase par l'organe .-hos

phoré et une accUIIIUlation d'acétylcholine non dégradée, qui entralne

des troubles lorsque cette inhibition irréversible se poursuit. La regé

nération enzymatique dépendra exclusivement de la synthèse de nouvelles

molécules d'enzyme.

Le mécanisme d'action anticholinestérasique des IOP permet de comprendre

les symptômes observés lors des intoxications, sympt&ses dûs essentielle

ment à l'accumulation de l'acétylcholine.

./...
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l. S.1-.,.f..,-2. l@ sl!Rt&es des 1IJtonClJtions

'En:fooctiOD--du temps d'appari.tion des S}'IJIPt&.es et' des dosss abIIor

bées.- on peut d1sti'nguer deux types d'intoxicst1ous d':ùIportanee

. inégale.

... l'intoxiCBtion à court terme. regroupant les SYJlptÔlJeS

aigus et suraigus. survient rapidement après l'exposition. C'est la plus

fréquente ,

... l'intoxication à long terme qui est due à ID toxicit~ retar

dée. BIle est beaucoup plus rare.

l. 5.'2.3.2.1. SymptÔlJles de l'intoxication à court teree

Ces SYIIIptÔ8eS sont théoriquement identiques chez les différentes espèces.

GU distingue trois types de lIIanifestations qui peuvent s'imbriquer.

al Syndrome lllUSClJl'inique

Ce syndrome est cOlllposé de troubles de type parasYlllpathiCOlllilllét1que.

Les effets auBcsriniques sont habituellement les pretlliers à apparaltre.

Ils correspondent à une stilllUlation du système paraBYJlpath1que. Ce sont

essentielletBeDt :

... des signes di8estifs : crampes abdOlllinales (coliques).

nausées. vOlllissements. diarrhées. augmentation du peristlJltislle et

des secrétions digestives ,

... des signes respirlJtoires avec de la toux. de la dyspnée dues

à une bronchoconstr1ction et à une augmentation des sécrétions

bronchiques ,

... des signes cnrdilJques avec de la br8d~die .,

... de l'incontinence vésicale et rectale. suite à un rel&che

ment des sphincters ,

... des céphalées. Wle vision trouble. du IqOSis.

bl Syndrome nicotini9ue

Ces signes sont en principe les plus tardifs -ais peuvent se superposer

BUX signes auscari.niques. Il s'Bgi t de troubles neuroauscula1l'es c:h1s à

l'hyperstimu1ation des récepteurs nicotiniques de la plaque ~trice•

./ ...
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c/ Troubles du .s,xsts- ne",eux ceDtral-
Les troubles ftQrvetIK C91ttr8UX varient avec l'espèce. voire 1 6 indi"idu.

En eEEet. on note une dépression plus ou moins intGlJSe citez les grtJttda

snilll8ux avec prestation et c~ alors qu'on note une excftation œrveuse

plus Eréqueament chez les etJrnivores domestiques avec des phases convul

sives. L'évolution de cette intoxication à court terme est souvent de

48 heures. 'Ile est mortelle ptlr suite d'une insuffistmce respiratoire

aiguë due à une paralysie des lIIUsc1es respiratoires.

1.5.2.3.2.2 Sympt~sde 1 '.ipioxication li lona terme

Ils sont rares. Ce sont surtout :

* la.. neurotoxicité retardée ,

* les réactions allergiques ,

* les effets d'embryotoxicité.

a/ La neurotoxicité retardée

Elle est relativement peu fréquente.

Chez 1 'hoaDe. les signes attribués à cet empoisonnement sont'un léger

désordre 8astro-intestinal ou une diarrhée qui dure deux ou trois jours

(37). Des signes similaires ont été retrouvés chez les anilllBux (37).

cm remarque aussi de temps en temps des pertes de doigts chez l'hOlDllle

et des pertes de sabots et d'ongles chez les anilDBux (J).

b/ La dermatose.:111 ()r::~'±S?!.!2..

Elle survient lors de cont-D.ctc j)rolongés ,:lvac un orsanophosphoré. en

particulier avec les colliers insecticides à base de dichlorvos chez les

carnivores domestiques.

è,' L'embryotoxicité

Des auteurs ont montré expérimentalement que certains orgaDophosphorés

peuvent provoquer chez les rongeurs de labor.atoire et les volailles de

1DB1forlll8tions foe"""les, des résorptions foetales et une hypertrophie

placentaire.

La fréquence des inL.Jxications chez les animaux et les risques chez l'hom

me nous imposent des moyens de diagnostic précis et rapidesafin d'appli

quer une thérapeutique efficace.

•

'-.,1 .,'
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I. 5.2.3.3 . Diaenostic.Des intox:J:.cations

I. 5.2.3.3.1 Diagnosl:ics clinique et- épidétaiologique

Le diagnostic clinique de l'intoxication par les IOP serait difficile

sur un cas isolé, mais facile quand plusieurs animaux sont silllU1tanéllJent

atteints par l'observation de l'ensemble des symptômes caractéristiques

déjà décrits. Les commémoratifs sont importants à considérer.

I. 5. 2,3. 3.2 piagnost:i c nécropsique

L'ex8lDen post-mortem des animaux ne peut apporter beaucoup de rensei

gnements à cause d'un 'lItIDl..Juc de spécificité des lésions induites.

I. 5.2.3. J., 3 piaqnostic de 1abor8toire

Le diagnostic de laboratoire permet d'établir avec certitude une intoxi

cation par les IDP. Diverses méthodes peuvent être utilisées.

Parmi ces méthodes, deux dosages biologiques permettent le diagnostic

et la surveillance de l'intoxication.

* le dosage du paranitrophénû 1 urinaire, métabolite urinaire

d~ certains OrBtIDophosphorés. le parathion en particulier r

* le dosage des cho1inestérases

Les IOP sont des composés très instables dans l'organisme. Après leur

pénétration dans l'organisme, ils sont rapidement dégradés et éliminés.

Cette instabili té et cette rapidi té de dé8radation demeurent les limi

tes des recherches directes des résidus dans l'organisme. Dans la I1l8.jo

rité des cas, le diagnostic -(périmcnttJ1 est de type indirect. On re

cherche les effets !rîs au ;'13383e de l'organophosphoré dans l'orga

nisme. Les méthodes d'analyse consistent à l'appréciation du degré

d'inhibition des cho1inestérases de l'animal suspect en mesurant l'ac

tivité cho1inestérasique soit de l'encéphale, soit du sang.

Pour le sang_ le dosage se fait selon les espèces. soit au niveau des

erythrocytes. soi t au niveau du plasma ou du sang total. Cette IfIesure

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

, cho1inestérase
Acetylcholine + H20 -- _. -, choline + acide acétique•

.1...
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BG évalUBDt la,v1tesBe d'hydrolyse d'une quantité d'acétylcholine et

en la comparant à un témoin, 00 mesure 1 '8Ct'inté cbolinest:éresique ~

l'individu suspect. Plusieurs méthodes ont été mises au point à cet

effet. L'évaluation peut se faire soit par la détermination de l'acé

tylcholine résiduel ou bien par la détermination de l'acide acétique

libéré. Les méthodes dans ce dernier cas sont distinguées en méthodes

titrimétriques, électrométriques, gBZométriques et colorimétriques.

alMéthodes titrimétriques

BIles consistent à ti trer l'acide acétique libéré au cours de l'hydro

lYbi: au moyen d'une base standard en utilisant soi t un indicateur colo

ré interne ou externe, soit un potentiomètre.

bl Méthodes Razométriques

On mesure à l'appareil de Warburg, le dégagement du gaz carbonique for

mé en _ilioo t8lllpon bicarbonate en atmosphère d'azote contenant 'i p. 100

de gaz carbonique.

cl Méthodes électrométrigues

La aéthodc électrométrique la plus largement utilisée est la méthode de

Michel (26). La vitesse d'hydrolyse de lloc~ pour un échantil

lon de sang (plasma ou globules rouges) li éprouver est mesurée par

1 ' abaisseaent du PH provoqué en milieu t8lllponné par la libération

d'acide acétique.

dl Méthodes calorimétriques

Elles comprennent trois types :

.. 1. Méthode de dosaEJe calorimétrique de l'acétylcholine.

C'est l'exemple de la méthodf? de Vincent et Seeonzac (40). Elle repose

sur la mesure au bout d'un temps donné de lB quantité d'acétylcholine

hydrolysée par formation d'uT' complexe ferrique hydroxamique coloré en

pourpre. Cette méthode connaît de nombreuses variantes •

.. 2. Méthode de doséJ';e coïorimétrique par mise en évidence de

l'abaissement du pH par des indicateurs colorés, par exemple le bleu de

arOllOthymol qui vire au bleu-vert olt BU jaune-brun av~ la chute d. pH•

./ ...
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.. 3. Méthode de dosage photométrique de la couleur jaune produite

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

di thiodinitrobenzoate. C'est la méthode d'ELUIAN (12). Elle est la plus

couramment utilisée.

I. 5.2.3.4. Tra.i tement des intoxiCDtions par les JOP

Le traitement des intoxications par les JOP découle du mécanisme d'ac

tion de ces produits. Il doit être rapide dans le ClJS des intoxications

aigues. Ce traitement consiste à une élimination du toxique. un traite

ment symptomatique et un spéc;:ïque.

J. 5.2.3.4.1. Elimination du toxique

En cas d'ingestion: on procède au lava8e de l'estOllllJc au moyen d'eau

bicarbonatée. puis on administre du charbon activé de même qu'une pur

gation saline.

En cas de projection : lavatJe prolon8é au sérum physiologique (ne plJs

utiliser de collyre à l'atropine).

En cas de contact cutané : lflVage ci l'eau savonneuse ou à l'alcool.

Certains auteurs préconisent de couper les poils chez les animaux.

1. 5.2.3.4.2. Traitement symptomatique

- Réhydratation ,

- Respiration assistée

se fait au moyen d'ana.leptiQuGs cardiorespiratoires (caféine. solu

camphre)p au mieux après désencombrement bronchique (aspiration

trachéale).

- Contre les convulsions

Il est indiqué l'emploi de :

Barbiturique GARDENAL ND 0.20 il/Kg en sous-cutanée.

1. 5.2.3.4.3• Traitement spécifique

.1.1. v1.:K: deux objectifs :

.. ebmbattre les effets de l'accumulation de l'acétylcholine,

.. Lever l'inhibition des cholinestérases.

0/•••
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*~e•• e ... ellets de l'accumulation de l'acétylcholine.

Il faut pour cela administrer -un PM'd6lJ=pa~lIicol~ifJtMi. ~ sulfete

d'atropine est bien indiqué. C'est un antagoniste compétitif de l'acé

tylcholine au niveau des récepteurs IDUScariniques. Ce produit est effi

cace pour lutter contre les 6Ianifestations alJScariniques.

Cbntre-ind1qué pendant la phase nicotinique. le sulfate d'atropine est

utilisé à la dose de 0.5 à 1 6I[J/Kg de poids vif: 1/4 en intrtiveineuse.

le reste en intramusculaire ou en sous-cutanée. Ceprof;d(lOle est

répété toutes les 3 - 4 heures. jusqu'à l'apparition des signes d'atro

pinisation (en général 1 - 2 jours) qui se 188ltiL9S~·fJIMune ~0fiIQ,

une t~cüe. une sécheresse des auqususes (20).

A l'atropine CECILE et FOURNEL (4) . conseillent d'associer la diathazine.

La diathazine (DIPARCOL ND) sera utilisée en intrBlDUscu1aire. Ce déri-

vé doué d'action gang1iop1égique agit sur les effets nicotiniques

(asthénie. fibril1af:ion IllUscu1aire. convulsions) des I.O.P.

* Lever l'inhibition des cho1inestérlJses.

La levée de cette inhibi tian se flJi t par adlllin~r8t:iOlldes réacd4ilMGUfti:

des cho1inest:éreses. Ces réactivateurs sont des lIJ01écu1es qui présentent

une forte affinité pour les cholinestérases et porteuses d'un groupement

nuc1éophile capable de déplacer l'organophosphoré de sa liaison cove1entq

avec l'enzy&le. Cela aboutit à la réactivation des cho1inestérases et on

utilise des cOlllposés type Oxime de formule R - CH :::r N - 011.

Le plus connu de ces composés est la pra1idoxime (CONTRAfflIONNJ,

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

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

LES LIPOPROTEINES ET RELATIONS ENTRE PSEUDOCHOLINESŒRASBS

ET LIPOPROTEINES

II. 1. Les lipoprotéines

II. 1.1. Définition

Les lipoprotéines plasmatiques sont des macrollJOlécules constituées de

lipides hydrophobes et de protéines srécifiques ou apoprotéines. La struc

ture de ces lipoprotéines est adaptée à la solubilisation des lipides.

GrAce à leur interaction avec les systèmes enzymatiques et les récepteurs

aeDlbranaires, les Bpoprotéines dirigent le transport de chaque cl8Sse de

lipoprotéines vers le site où elles seront dégradées en vue de l'utilisa

tion des acides gras et du cholestérol.

Les lipoprotéines plasmatiques fonctionnent donc comme un système de trans

port permettant de véhiculer les lipides d'origine endogène ou exogène,

vers leur site d'utilisation.

II. 1.2. Structure des lipoprotéines

Les lipoprotéines ont généralement une structure sphérique constituée de

deux zones concentriques : un noyau central contenant des lipides hydro

phobes, des ester.· du cholestérol et des glycérides. Ces lipides B;xJlBi

res sont à la teJapérBture corporelle à l'état liquide. La couche périphé

rique entourant la :'.one centrnle est composée de phospholipides cholini

Ques (sphingomyeline, pflOSpilDtidylJ. de d:olestérol et d'apoliprotéines.

Cette couche périphérique forme une enveloppe plus ou lJIOins flexible dont

l'épaisseur reste relativement constante.

II. 1.3. Classifiœtion

Les lipoprotéines sont diviséeL en cinq grandes classes :

- CHYLOHICRONS ,

- VLDL (Very low density lipoproteins) ,

- IDL (IntermediAte density lipoproteins) ,

- LDL (Law density lipoproteins) ,

- HDL (Hieh density lipoproteinsJ.

.1...
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Cbeque classe etrt CBl"tiCtérisée par la proportiOG des dUféZ'eltts I1p;L-

des ainsi que par la nature des Bpoprotéines.

La sépartttion des lipoprotéines en classes distilJ(XQS est basée. soit

sur leur densité en ultracentrifugation. soit sur leur mobilité élec

trophorétique. Cette classification établie ainsi arbitrairelllent à par

tir de leurs propriétés physiques. n'est pas entièrement satisfai.sBnte

sur le plan fonctionnel • En fait. les lipoprotéines fortnent un spectre

pratiqueaenf: eont11HJ de lIJ8CrOlllOlécules à l'intérieur de chaque classe.

La subdivision en sous-fractions qui seDlblent présenter une aeiUeure

unité métabolique et structurale est donc souvent: ut:ilisée. en parti

culier pour les LDL et HDL.

~.'"

II. 1.4. Propriétés phf§.iGues et comP9sition

Le tableau 2 rappelle les propriétés physiques et la coœposition des

citJq classes Bl8jeures de lipoprotéines. Cet;œ représeb:tation schémati

que de la composiUon chimique des lipoprocéines (11) fait rGSSOrtir

la continuité du spectre de macromolécules depuis les chylOlllicrons

jusqu'aux HDL. l'augmentation de la densité et la dilldnution de la

taille des particules. correspondant principal~ à une aaarartta~iaQ

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

La. composi tion en apoprocéines est caractéristique pour chaque classe

de lipoprotéines. Cette composition sera déterlllinarrte dans le métabo

lisme de la particule. Les données acquises concernant le poids molé

culaire. la fonction et le l'ieu de synthèse des différentes apoprotéi

nes hUlB8ines sont résWBées dans le tableau N° 3 (18).

~I.l.5. Les lipoprotéines chez le lapin

Une étude comparée des lipoprotéines chez un Brand nombre d'espèces

anilllaies a été effectuée (5). En ce qui concerne le lapin. le profil

des lipoprotéines présente certaines différences avec 1 'hOlllllJe. Il est

caractérisé par un taux de VLDL généralement faible. une concentra

tion en IDL relativement élevée et comparable à celle des LDL.

Les HDL représentent la classe dOlllinante chez cette espèce. Il est

possible toutefois que les valeurs élevées de la concentration des

IDL. sienalées chez le lélpin. proviennent du fait que les zones de

densi té retenues pour la séparation des IDL et des L1JL ne sont pas

appropriées à cette espèce (10) (30).
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POURCENTAGE DE LA MASSE DE POIDS
LIPOPROTEINE DENSITE LIPOPROTEINE DALTON DIAMETRE MOBILITE ELCTRo-

20 40 fi) g) 100 X 10-6 AO PHOREI'IQUE

"1· 000
CHYLOMICRONS 0,95 100 800 ORIGINE

VLDL 1,006 6 300 PRE~
~S (tl(,2 )

~«--'~
IDL 1,019 1

<.,'<- 4 250
~0

A.,.Ç;;.' ~
LDL 1,063 1 1,8 200

e.,
~

HDl2 1,125
1 1 1 cl

~

1

- 0,4 100
l.i..J 0(1-J-

O
HDL3 1,210 Il { .... 1 ~

1 0,2 75~:r: Q.."

Tableau 2 - REPRESENTATION SCHEMATIQUE DE LA COMPOSITION CHIMIQUE DES LIPOPROTEINES PLASMATIQUES HUMAINES.

SOURCE (11).
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ŒNSI.TIUNIlSŒS IJR.Pll}IEl.tES lW6

LA LYNPHE LE PLASNA SITE DE SYNTHESE

Al 28 300 ACTIVE LCAT CH. VWL/lL HDL Intestin. Foie

AIl 17 000 ? CH.VWL.HDL HDL Intestin, Foie

AIV '6 000 ? CH. VLDL CII.d,. 1.21 Intestin) Foie

,..

B
B100 459.000 Secrétion des CH et VWL CH, VLDL, LDL Cftf,RetlIIJants de B100, Foie

848 264 000 Transport des Tri81ycéride~ CIl. VWL,LDL B48, Intestin

CI 6331 Inhibe la captation hépati- CH. VLDL HDL, CH ?
que des Remnants de CH

-
Active la lipase

CIl 8837 Inhibe la captation hépati-
Foie ~ Intestinque des Reomant~ de CH .;": - CH, VLDL HDL, CH

----- -.-- -~..

CIII 8764 Inhibe la lipase
Inhibe la captation hépat1- CIl. VLDL BDL, CH Foie '; Intestin
Due des Remnants .-

D 22 100 ? CH HDL ?

Fixation sur le Récepteur
CH.Rœmants de

E 33 000 héplitlque des ReDIlWllts CH. VLDL Foie
de CIl CH , VLDL, HDL

CH : CBYLOHICRONS

TJ1BEAU 3 - APOLIPRarElNES HUMAINES - SOURCE (l8)
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Métabolisme des lipoprotéines

L'ensemble du système de transport des lipides pm" les lipoprotéines

p18Slll8tiques est schématisé sur la figure 1. Ce modèle établi par

BROWN et COLL (3) différencie les mécanismes de transport des lipides

d'origine exogène et endogène. Les deux systèmes 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 cholestérùl : remnants (particule issue des dégradations successives

du cholestérol) et IDL puis LDL. Cette transformation fait intervenir

des interactions avec les HDL circulantes et plusieurs systèmes enzyma

tiques LPL (lipoprotéine Lipâse oxtr'1-hépatique), 111'GL (Triglycéride

Lipase Hépatique) et LCAT (Léci UJine'- Cholestérol -Acyl transferase).

II. 1.6.1 Métabolisme des chylomicrons

Les chylomicrons sont synthétisés élU niveau de l'entérocyte à partir

des produits d'hydrolyse des lipides alimentaires. Les particules néo

formées diffusent dans les vaisseaux lymphatiques puis gagnent la cir

culation générale.

Dans la circulation. les chylomicrons vont être dégradés par la lPL située

sur l'endothelium des capillaires des tissus extra-hépatiques princi

palement le coeur. le BlUsc1e et le tissu adipeux (l7) (36) (28).

Les chylomicrons contiennent 98 p. 100 de. lipides dont 90 p. 100 sont

des triglycérides, le reste des phospholipides. Leur fonction première

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

II. 1.6.2. Métabolis1lJe des nDI,

Les VLDL sont généralement définies comme les formes de transport des

triglycérides d'origine endogène. Elles sont synthétisées principalement

par le foie, mais aussi pm- l'intestin.

L'importance de la participation de l'intestin au pool circulant des

VLDL est encore mal définie (l8).

La dégradation intravasculaire des VLDL : hydrolyse de.s triglycérides.

i~de fragments de surface et enrichissement en esters de cholestérol,

est tout à fait similaire à celle des chylomicrons (l0).



EXOGENE ENDOGENE

Chal estérol
triglicérides

Acides biliôires

Chal estérol

Récepteur

Récep teurs
ôux LDL

LDL

Récepteurs eux LDL
1 i

Cellules
Extrôhépôt i Ques

1

~
1

Remnônts

Ch 01 es té rol

!hOSPh:liPides

/[@:D 1 HDL

1 ', ..~ ftLPL LPL ..;:-

~Pil1ôireS extrôhépôtiQues =J ~ Esters,de ~
cha les te ra l

FIGURE 1 : Modèle pour le système de trônsport pôr les lipoprotéines,
chez l'homme, i11ustrônt 1ô division entre les cycles exogène et

endogène.

Source (3).



7bJtefois. la m a plus d'afEinité fDJC les chylomicrons que pour les VWL. la

deBIi-vie de ces lipoprotéines est donc supérieure. La particule rétrl

duelle obtenue après action conjuguée de la LPL et de la LCAT est

appelée l~ de VLDL ou IDL.

Par la suite. les IDL peuvent. soit ~tre captées et catabalisées par

le foie. soit rester dans la circulation où elles subissent une nouvel

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

II. 1.6.3. Métabolisme des LDL

Les LDL sont considérées comme la principale forme de transport du cho

lestérol vers les cellules des L-,sus périphériques. Le cholestérol

apporté par les LDL sera utilisé. préfé>:'entiellement au cholestérol en

dOBène. pour la synthèse membranaire dans les cellules en divisions et

pour la synthèse des hormones stéro:ldes 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 récel1Jlllent par

PI7THAN et c6l1 (3(J).

II. 1.6.4. Métabolisme des HDL

Les HDL circulantes représentent le produit final de l'interaction en

tre d'une part. les particul~s nnt!vcs sccrétées pnr le foie et l'intes

tin. et d'autre part. les cOliJ[JOsants de surface des lipoprotéines riches

en trifJ1ycérides et les lipides des membranes cellulaires. Du fait de

leur maturation dans la circulation. les HDL isolées du plaslBéJ dans la

zone densi té 1.063 - 1.21 com Jrennent une EBI1Iille IJétérogène de parti

cules de cOllJposition. de den:dté et de taille différente • Cette hété

r08éné1té a nécessité la di vi: ion en sous-fractions. Les deux classes

1IJ8.jeures sont les HDL2 (1.063' d - 1.125) et les HDL3 (1.125·- d 1.21)

(27).

11 existe une troisième classp mineure. les BDLI. migrant en position

en électrophorèse et interférnnt avec la zone de densité des LDL (34) •

./ ...
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Leur rt>le est intéressant r elles parBissentfaciliter le 1IIéuJbo1isme

des VLDL et des LDL. Elles rmDènent vers le foie. l'excès de choles~ .. --,
qui sera estérifié par la LCAT pour former des esters de cho1estery1e.

Le foie semble jouer un rt>le lDlljeur dans la dégradation des HDL. lDllis

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

EN RESUME

les lipoprotéines diffèrent les unes des autres par la proportion de

leurs constituants. leurs lieux de synthèse, leurs rt>les biologiques

et leur métabolisme.

Elles consti tuent dans le p1tlSma un système dynamique assurant le

transport des lipides depuis leurs lieux de synthèse (intestin. foie)

jusqu'aux tissus.
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Relations entre Pseudocholinestérases et LiI.!.2E.rotéines.

Selon des études histochimiques, illllIlUlloélectrophorétiques et quantittt

tives du serum hUl1J8in, les lipoprotéines li faible densité peuvent for

mer un complexe relativement instable avec les pseudocholinestérases

(24).

Le lien trouvé semble beaucoup plus de nature physique que chimique, du

fait que f~cilement rOlllpu par des méthodes physiques.

Cette hypothèse el;t basée sur le fait que chez 1 'hol1lllle, l'activité

des pseudocholinestérases augmente après ultrasonication du serum (9).

KUITY et ACHARAYA (21) ont démontré que les j"hll.titll!u~.. des cholinesté

rases tels que la physostigmine peuvent déstabiliserles LDL. Quand les

LDL sont traitées avec de III phospholipr"Jse D, les pseudocholinestérases

sont relachées et du même coup, les lipoprotéines montrent une al téra

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. Il est très probable qu'il existe une structure relationnelle

très proche entre la phosphorylchaline et l'acétylcholine qui est un

substrat naturel des pseudocholinestérases.

Un accroissement de l'activité des pseudocholinestérases dans le sérum

est souvent observé dans des conditions associées à un métabolisme

anorllJl1l des lipides. Quand une hyperlipidémie est déclenchée chez le

lapin après injection de lipopolysaccharides d'Escherichia coli, il

apparait une augmentation significative de l'activité des LDL et des

pseudocholinestér(:ses (PellE) (22).

Les activités des PeRE du sérum de la lécithine-cholestérol acyltransfé~

rase (LCAT) et de la gB1Dl1Ja-glut8lllyltransférase (GGI') chez le lapin

avant et après l'administration d'organophosphorés in vivo ont fait

l'objet de recherches.

C'est ainsi que les activités des PeHE, de 18 L(A'" de la GGI' et de quel

ques lipides sont mesurées dans le sérum de lapins m&1es exposés à un

empoisonnement par des organophosphorés. Ce traitement des lapins par

des organalJosphorés réduit l'activité du cholestérol des LDL et des

pseudocholinestérases dans le sérum.

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 ~tre utilisées

lors d'intoxiClJtion par les lOP ?
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DEUXIEME PARTIE

~__. .. __ . .:w_.. _. .-.-..-

ETUDE EXPERIMENTALE

Cette partie comporte deux chapi tres

.. Matériel et méthode d'étude

.. Résultats - Discussions.
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CHAPITRE I

HATERIEL ET IIETlJODE DrETUDE

1. 1. Natériel

I. 1.1. Les Bnimaux

Neuf lapins de race locale ont été utilisés.

Cinq élevés à l'école et consti tuant un lot homogène (Lot 1)

Ouatre provenant du DJBrché (Lot 2).

Il y avait cinq mMes et quatre femelles.

Ils étaient placés cûms des cBBes Bardées d.8fts. fil local ..tan. pt:Mr.JA~
constance.

L'aliment était à base de tourteaux d'arachide. Il est ::S~~';t

fabriqué pour le lapin Par les lIIOulins SENTENAC.

L'eau étai t distribuée ad libi tUID.

Leur Age allai t de sept à neuf IllOis et leur poids de 1.5 Kg à

Ces caractéristiques figurent dms les tableaux cf 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 orBlmophosphoré

Nous avons utilisé le FENITRCfl'HION formulé sous le nom déposé de SUHITHION

(Insecticide déjà décrit). Il a une DL 50 rat per os de 250 - 500 8g/Kg (35).

C'est un produit Y.L.V. (ultra low volume) concentré à 500 g/l.

Le SUHITHION est utilisé dans le traitement des~ des . . ::---l'.. -,~,._

atUDifères.

I. 1.3. Le IDIJtériel technique et de laboratoire

I. 1.3.1. Le matériel technique

Il est essentiellement constitué par le IIIBtériel utilisé pour les prélève- .

ments et pour la conservation des échantillons.

.. tubes venoject sous vide ,

.. seringues et aiguilles stériles à usage unique ,

.. portoirs ,

.. un réfri:]érateur,

.. un congélateur.

./...



TABLEAU 4
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IDENTIFICATION DES ANIIfAUX

UYI' 1

N° des anilDl1ux Pelage Sexe Poids (Kg)

1 bléIDc 11 2,1

2 bléIDc 11 1,8

3 bléIDc F 1,8

4 gris F 1,7

5 noir F 1,5

TABLEAU 5
IDENI'IFICATION DES ANIIIAUX

LOT 2

N° des animaux Pelage Sexe Poids (Kg)

1 noir 11 2,1

2 gris 11 1,5

3 blanc 11 2,2

4 IIIBrrOD F 2,1

1 .



1. 1.3.2.
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Le matériel de laboratoire

1. 1.3.2.1. Les appareils

.. une centrifugeuse ,

.. une balance de précision ,

.. un spectrophotOlDètre ,

.. un agitateur type Vortex ,

.. un bain the~~taté ,

.. un chronomètre.

Autres matériels

1. 2.

.. la verrerie ,

.. des m:i.crop~petœs de ~yp9 pipettmoo de dl.ÏLéreIJUI cali-

bres ,

.. des embouts ,

.. des cuvettes pour le spect;rophOlllètre ,

.. des bacs pour la réeupérstion des tubes ,

.. des tubes rl hémolyse.

Iféthode d'étude

Elle portera sur :

.. protocole d'administrlltion du FEN1TR(Y1'llION 1

.. la technique de prél èvement de sang ,

"le fIIOde de dosage de l'activité cholineseérasi..que

et des lipoprotéines.

Il.2.1. Protocole d'administration du FENITROTHION

1. 2.1.1. Dose de FENITROTH10N

Cette dose a été ClJ1culée en fonction du poids des lapins et de la DL 50

du produit. A défaut de disposer de la DL 50 lapin, nous avons pris la DL 50

per-eutanée. Celle-ci étant de 1300 mg/K.B' nous avons utilisé le 1/10 dans un

premier temps, puis le 1/20, soit respectivement 130 IIIg/Kg et 65 -g/Kg.

Ceci justifie l'existence des deux tableaux établis un peu plus tdt.

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

.. une étape préliminaire où les cinq anilD8ux constituant le lot

hOlDOgène ont reçu la dose de 130 mg/Kg. Durant cette étape, on a noté un

taux de IDOrtalité de 40 %p. 100. Ce qui nous il conduit il diminuer la dose

il administrer de lDOitié.
.1 ...
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.. une deuxième étape constituantla phase expérimentale proprement

dite. Sept lapins ont été utilisés. Sur les trois animaux qui restaient du

lot homogène, nous avons ajouté les quatre lapins figurant au tableau 4.

Ces 7 lapins ont reçu la dose de 65 mg/Kg. Le FENrrROTHION utilisé est con

centré à 500 mg/ml. Les volumes et quantités appliqués sontc:as:i[p/!s dans

le TABLEAU 6.

l. 2.1.2. Voie d'administration

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

du dos.

l. 2.1.3 ..

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

Le calendrier des prélèvements et des intoxications se trouve dans la figu

re 2. Les prélèvements ont débuté le 30/12/1991 pour finir le 27/1/1992.

Nous avons effectué deux prélèvements successifs·, le 26 et le 27/12/1991 qui

nous ont servi comme valeurs de référence.

l. 2.2. Technique de prélèvem~nt de sans

les prélèv a1E!Dtsont été réalisés au niveau de la veine saphène,

à l'aide d'aiguilles stériles et munies de leurs rserin,gues. Le sang ainS1.

récupéré est ensuite tr::ulS'f>m d..1l13 des tul'Jes 'vénoject hépa-inés.

Ce ;Jrocessus 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 animal très sensib.le. Les tubes sont ensuite identifiés, par

un code comportant ID dt!te du prMèveaent et le numéro de l'animal précèdé

de l'initial du sexe. Exemple: Mâ.le N° 1 - Hl

Femelle N° 2 - F2

Les prélèvements sont effectués en début de matinée.

Avant de centri8U8er à 3.000 tours/minutes pendant dix minutes pour récupé

rer le plasma qui servira au dOS1l8e des cholinestérasp-s au niveau du plasma

et des lipoprotéines, l'activité cholinestérasique au niveau du sang total

est d'abord mesurée.

l. 2.3. Mode opératoire de dosage

1. 2.3.1. Mesure de l'activité cholinestérasique

La technique que nous avons utilisée est celle d'ELLHAN

.1...



_37-

TABLEAU 6

POIDS DES ANIMAUX - QUANrITES ET VOLUMES DE PRODUIT ADMINISTRES

N° DES LAPINS POIDS QUANTITE VOLUME
INJEcrEE (1IIg) INJEC1'E (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
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l 0/ Principe

Il s'anit d'une méthode de dét~n8tion phot0m6trlque de l'activité cho11

nestérlJSique. Elle repose sur le principe sulvoot : les cboli.lJeSt.ér86e8 •

hydrolysent l'iodure d'acéty1thiocholine en thiocholine et en acétate,

la thiocholine libérée réaDit avec le dlthlonitrobenzonte (DTNB) pour

former un ion dithiobenzoate et le thionitrobenzOlJte (m'NB) pour former

un ion ditlJiobell2oet:e oc le tbioni.ttobenzoaw de coloration jllune.

L'intensité de cette co1o.rat:ion est mesurée DU speet.rophotomètre à III

longueur d'onde de 405 mm. Elle est en cOl'T'"é1al:ioa positive avoc 1 'notj.

vité de l'échantillon étudié.

Ln réaction chimique peut s'écrire:

Le spectrophotomètre mesure cette coloration en

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

2°/ Méthode

1. [(éactifs

Quatre types de réactifs ont été utilisés pour le dOS88e des cholinestér8Ses

par la méthode d'ELLHAN. Il s'asit de la solution tlllDpon. la solution de

dithionitrobenzoate. le substrat, les enzymes.

a/ La solution tampon

Ln préparation de cette solution s'effectue comme suit :

- Peser 8.83 8 de NaH2P04/1I20 (PM 138) et dissoudre dans 800 ml d'eau

dé.inéralisée. Amener la solution à PH8 en ajouté1IJt" ~vaœnt· .60 ml

de NnOIl.IN

- Verser la solution dlms un ballon jau[Jé de 1 1. ajuster au trait de jau[Jc

./ ...
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avec de l 'fDl déminéralisée. Transvaser dans une bouteille et conserver 8U

réfrigérateur.

b/ La solution de DTNB

Peser 0.13 g de DTNB et l'ajouter à 1 1 de tfllllpon phosphate. Conserver la

solution au réfrigérateur doos une bouteille brune (li l'abri de la 1U1lJière).

c/ Le substrat

Le substrat qu'on a utilisé est l'iodure d'acéty1thiocho1ine (ASCHL).

Pour prép8.rer la solution mère d'/lSCHL qui est li 1.25mH. nous avons pesé

0.2892 d'ASCHL qU(J nous avons mis fans 25 ml d'eau déminéralisée. Cette

solution est répartie dans la tubes cl l'léLuJ.:;;se et gardée ensuite au congé

lateur

d/ Les enzymes

Il s'aait des cho1inestérases situées au niveau des erythrocytes et des

pseudocholinestérases 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 spectrophotOlllètre est d'abord branché au secteur. de .&le que le b8in

l118rie thermostate dans lequel baignent des tubes contenant :3 .u de téJlllpon

phosphate/DTNB.

Le dosage cOO1l1lence après seulement la stabilisaticn du spectrophotOlDètre

et la réalisation de l'équilibre thermique dans le bain marie (:37°C).

Prélever 0.1 11I1 d'échantillon li doser soit du

* sang total dilué ~u 1/100

* plasma dilué au 1/20

* erythrocytes dilués au 1/100.

Cette quantité de substance ("st ajoutée aux 3 11I1 de t8lJJpon phosphate/lYI'NB.

Ce BJélan[JC Enzyme - DTNB est h0ll108énéisé au VOKrEX.

Ajouter 0.1 .ml de substrat et homo.gJnéiser encore.

Le mélange ainsi constitué est transvasé dans la cuvette destinée au spec

trophotomètre. Une fois flue la cuvette est dans le spectrophotOlllètre. dé

clencher le chronOlllètre et attendre une minute pour une prelllière lecture.

puis trois lIIinutes pour une seconde lecture. Ceci nous permet de calculer

la variation de densité optique par minute de réaction.

./...
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Toot: 8.llafJ œ ÙJ llEDip.J1ati.cn, cŒ~ s:nt prises afin d'évita:" le lBllXilDUIII

d'erreurs.

1. La réalisation du zéro de l'appareil avec de l'eau distillée

avant toute mesurep le spectrophotomètre étant à la longueur d'onde de

405 nID ,

2. Les mesures doivent être faites à une température de 37° C ,

3. Le même embout est réservé eu même réactif pour éviter les in

tercontaminations entre réactifs ,

4. Toujours homo[Jénéiser le réactif avant prélèvement 1

5. Tout substrat décon[Jei,~: doit ~tIe utilisé dt.ms les 48 heures

car son activité diminue avec le temps du fait de l'hydrolyse spontanée.

I. 2.3.1.3. Détermination de 1 'hydrolyse enzYlD8tigue du substrat

l'ASClIL peut subir une hydrolyse spontanée en l'absence de toute enzyme.

Cette réaction::e fait au PH du nineu réactionnel: 8.

Il est donc nécessaire d'évaluer cette hydrolyse non enzymatique 1 ceci

est réalisé à travers la mesure de la densité optique du blanc.

- A 3 11I1 du m61m-.ge tmrmon phosphate - DTNB, ajouter 0,1 ml de substrat ,

homogénéiser le mélange, puis ajouter 0,1 11I1 d'eau distillée. HOIDOfJénéi ser

le mélan[Je final, puis lire les l'anaticns~ de densité optique à 1 mn puis

à 3 mn.

- Calculer la densité optique/mn (OO/mn). Celle-ci sera soustraite de la

D.O. du lIIélanBe ':.omprenanL l'cm':,' Tao atïn de ne pC-8ndre en cOl1Jpte que l'ac

tivité de cette éerniGlc. ~cci nous donne la densité optique nette par

minute (DO nette/mn).

D.O. nette/mn

1,36.10"

Méthod,) de calcul de l'activité cholinestérasigue

3,2 X dilution de l'échantillon
__0_,~1:...- X 106

1 ,36.104 : Coc tficient à'cx1::inction du DTNB

DO nette/llln : Densité Optique Nette par minute

3,2/0,1 : Taux de dilution de l'enzyme dans la cuvette

103 : Holes de substrat/ml

106 ~ PIDOles de substrat / ml

A : Activité cholinestérasique ( ;.unoles de substrat hydrolysé/mn/ml d'échtmtillon)
d'échantillon)

./...
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Dosage des lipoprotéines

Nous nous SOI1ll1JeS intéressés à deux TJ8.ramètres :

HDL cholestérol

LDL cholestérol

La méthode utilisée est celle décrite dans les kits des laboratoires bio

MERJEUX (France).

J. 2.3.2.1.

1/ Principe

DoS8.8.e des HDL cholestérol

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

de faible densité (LDL) contenus dans l'échantillon sont précipités par

addition d'acide phosphotungstique en présence d'ions magnésium.

Le surna8eant obtenu après centrifugation contient les lipoprotéines de

haute densi té (HDL) clont le cholestérol est dosé par le réactif cholestérol

enzymatique.

21 Réactifs

RI

Réactif précipitant

cBlibration
HDL calibration

PlélSllJB héparine à doser

3/ Mode opératoire

acide phosphotungstique

Mg C12 6H20

pH 6,2

Cholestérol

libre + estérifié

408/1

1008/1

1,30 BlIDe1/l

O.5gll0U

a/ Réaction de précipitation

Mélanger 500 pl de plasma et 50 pl de RI (Réactif précipitant) 

Attendre 10 minutes

Centrifuger pendant 15 minutes li 5000 tours/mn

Récupérer le surna.[Jeant

.1...
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bl Dosage du cholestérol HDL

Il se fBit au spectrophotomètre à la lonaueur d'onde de travail de 500 Dm.

... eau disti.11ée

... R2

calibration HDL

cholestérol

... Surnageant

... Solution de travail

(cholestérol enz}'l1l8tique)

Blanc réactif

50 pl

1 ml

Etalon

50 u1

1 ml

50 Jl1

1œl

Hé1anger - Incuber 5 minutes à 37 0 C. Photométrer

Faire le zéro de l'appareil avec le blanc rooctif.

Le taux de cholestérol HDL est donné par la formule :

Densité optique dosage
Xn

Densité optique étalon

mmol /1 : n D 1,42
811 : n :1 0,55

1. 2.3.2.2. Dosélze des LDT: cholestérol

11 Principe

Cette méthode consiste à séparer des lipoprotéines de fBib1e densité (WL)

et à doser le cholestérol lié à ces fractions.

La propriété selon laquelle les diverses classes de lipoprotéines se d1E

férencient par leur densité, leur comportement électrique et leur réacti

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

./...
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21 Réactifs

RI

Réactif précipitant

les LDL

* Surfactant anionique polycyclique

* Surfactant anionique polycyclique

condensé

* diowane po1ysubstitué

* tampon imidazo1epH 6,10

0,4 811

0,8 811

12.4 DJDJ0111

25 11I11J(J111

R2 * citrate trisodique

Réactif solubilisant * chlorure œsodium

LDL

0,15 1lJl1ltJ111

0, 11 I1BIJtl1 Il

R,
calibration LDL

cholestérol

plasma hépariné à

doser

3/ Mode opératoire

* cholestérol

libre + estérifé

1 lBIIJtJ1Il ou

0.387 811

al Précipitation

14p.lanQer 1 m~1 rie RI (Réactif précipitant) et 50 u1 de plasma

Centrifuger 5 minutes à 4000 tourslmn

Séparer le surnageant du culot par retournement. Bien égoutter.

bl Solubilisation du culot

Solubiliser le culot dans 0,5 ml de R2

cl Dosage des LDL cholestérol

Il se fait au spectrophotomètre à la longueur d'onde de 500 Dm

Blanc réactif Etalon Dosage

Eau distill ée 100 pl

R3 (Cll1ibration LDL c::b::J1œtérol) 100 pl

Culot solubilisé 1.0 pl

801ution de Travail

·cho1estéro1 enzymatique W 1 ml 1œl 1m2

.1...
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TAHEIiJ 7 j1CTIVITE CHOLINESI'ERASIQUE EN-;KlE '. DE SUBSTRAT HYDROLYSE/mn/ml DE SANG TOTAL

.....~ode - Date Pre-into- INTOXICATION POST - INTOXICATION

Ir U1pim ...."'- 2D-27-12-91 :YJ-12-91 02..()1.J;J2 (Xj.{)1-92 1{)..()1-92 14..()1-92 18-01-92 22..()1-92 27-01-92
-................

'", ,-
1 1,W 1,47 1,23 1,58 0,70 1,58 1,m 1,32 1,00

2 2,03 1,58 1,00 1,11 0,76
1

1,41 1,53 1,70 1,32
1

1
j

3 1,W 0,65 0,00 0,00 1,23 1,64 2,06 2,29 2,35

!

4 2,7.1 0,82 0,58 1,53 1,23 1 2,05 2,12 1,94- 1,76
!

5 1,50 1,17 0,70 o,m 0,64 i 1,52 1,17 1,/il 1,47

6 1,64 0,70 0,58 1,17 1,12 1,35 1,35 1,59 1,17

1.X 11,"1 6,39 4,W 7,15 5,6'3 1 9,55 10,055 10,81 10,45

i 1,W l,[(j o,m 1,19 0,94- 1,59 1,67 1,00 1,74

T 0,42 0,40 0,26 0,3) 0;0 0,24 0,38 0;19 0,40

1-,-,
"

p1mJts : JIllèvaLmt;s

~"

Çl'I

1



TABLEAU a
ACTl VITE CHOLJNESTERASIQUE EN ull6u? DE SUBSTRAT HYOOLYSE/mn/.J. DE PLASMA,

~
rré-iJ'ltJ1d- INIOXlCI'trIrN POST - INTflXICAT1JN

f- If' .:bs . ,r;:oHrn

fLvi.Œ 115-27-12-91 » 12-91 02-01-92 fXj-{)1-92 10-01-92 14-01-92 18-01-92 22-01-92 27-01-91

1 o.m 0.58 0.23 0.58 O.fi) 0.68 0.73 0.92 O.fJl

2 0.83 0.56 0.44 0.55 0.62 0.86 0.86 0.73 0.fJ9

3 1.01 0.45 0.23 0.58 0.67 0.83 1.15 1.03 0.94

4 0.91 0.45 0.23 0,52 0.81 0,& O.W 0.86 0.02

5 0.77 0.62 0.41 0.24 0.62 0,52 D,fi) 0.43 0.52

6 0.06 0.84 0.57 0,11 0.52 0.50 0.82 0.77 0.70

1:X 5.2 3.5 2.11 2.5D 3.84 4.26 5.13 4.74 4,74

-
X 0.06 0.58 0.35 0.43 0.64 0.71 0,85 0.79 0.79

q- 0.00 0.14 0.14 0.20 0.(1) 0.17 0.19 0.21) 0.15

1

~



TABLEt1U Ç1

ACTIVITE ClKJLINESTERASlQUE EN ,1N1.E DE SUBSTRAT HYDROLYSE/mn/ml D'ERITHR(JCYTES

,76

,53

,41

,94 {,..•
_.J

1

,64

,59

,[J1

,81

,32

-92

.~
Pré-intari-

INTOXICATION POST INTOXICATION-tr p1\1lllts œtim
lEpiœ

26-'0-12-91 30-12-91 02-01-92 C6-01-92 10-01-92 14-01-92 1[J-{)1-92 22-01-92 '0-01-

1 1956 1,00 0,00 1,23 1,17 1,00 1,82 1976 J

2 1,56 1,35 09 70 0,41 09 64 1,17 1,/il 1,35 ]

3 2,00 1,11 0,76 0976 1,23 2,11 2,41 2,41 ,
L

?.,(-6
1

1,29 0,88 0,82 1,11 2,00 1,D2 1,41 14 .

5 1,{J5 1,17 0,00 0,00 09 94 1~05 , 1.35 1,29 1,

t: 1,76 0,47 0,58 1,12 0,59 1,17 1,47 1,23 1v

.r,X 11,47 6,39 4,00 5,22 5,œ 9,30 10,34 9,45 le

X 1,91 1,00 0,78 0,fJ/ 0,94 1,56 1,72 1,57 1

rr 0,41 0,31 0,12 0.29 0,'0 0,48 0.39 0,50 C
1--



TABLEAU la
VALEURS DE L'ACI'IVITE CHCLINESTERASIQUE EN POURCENTAGE

LORS DE L'INTOXICATION AU FENITROTHION (IOP)

SANG TOTAL - LAPIN

~~
1

~int:axi - l N TOX ICA T ION POST - INTOXICATIONca CIl 1

lapins 2fr-.27-12--'-91 130-12-91 œ-ol-92 06-01-92 1()-()1-92 14-01-92 1fJ-{)1-92 22-01-92 27-1-92

1 100 74,62 62,43 ro 35,53 00,21) 92,38 92,38 95,1,j

2 100 77,83 49,26 54,67 37,43 69,45 75,36 83,74 lJ9,65

3 l'YI 33 44,67 44,67 62,43
,

83,21, 104 116,21, 119,213',-'" ,/

4 100 ~,25 21,40 56,45 45,38 75,21, 78,22 71,58 64,94

5 100 78 46,6.'5 58,6.'5 42,6.'5 101,33 78 98 98

6 100 42,œ 35,36 71,34 69,29 82,31 82,31 95,95 71,34

-
X 100 53, lX) 41,62 (;(J,/{) 1il,71 00,71 81,,77 91,37 œ,32

J

~



TA8L{f:AU Il VdJEuRs • POURCENTAG8 DE t'Atti!!:!1.iOLINEff!ERASlQUE
_ WIlS D~OH INroXlCATlON AU 1 (lOP) - PLASMA-LAPIN

~~ '. IllTOxlCATloN
1 des xicad.œ l N TOX le A T l 0 11 ,p S ~ -

lapi.ns PériM et , 1
CÈte d9s pllll11à 2/r'O-12-9. »-12-91 02-01-92 06-01-92 ~O-Ol-92 '~-ol-92 18-01-92 22.-01-92 '0-01-92

,
1

1 100 70.73 2lM)4 70.73 73.17 ! 82,92 89.02 112.19 100.09

2 100 67.46 53.01 i 65,26 74.69 103.61 103.61 m. 107.22.

3 100 44.55 72..77
,

57.42 (6.33 i 82,17 113.86 101.00 93,00
i

1 i

4 100 49.45 25,'0 57.14 89.01 95,{i) 100.59 94,50 00.10
1

~

5 100 00,52 53.24 31.16 ro.sl 67.53 77.92 55.84 61.53 1

6 100 91,67 fXj,'O 12,79 (f).46 1 513.13 95.34 D9.53 81.~

1 i

1
1

X 100 67,44 /1),69
,

50 74,41 82,55 00,83 91.lX5· 91,861
1

1 ! !

1
1

,
1 1

, 1

1



ttpJUAd J2
~s DE LtACTIVnv CWJL1NfSTERASIOUE EN POURCENI'AGE

r.pR~ R'UNE Il(lphCATION AU FENITR01JlION Clap)

lIPnr:. ERrtljRœfTES

- ~. Période et da---- '

Pré-into- INTOIICJ1TtONN0 . --~e dm t 'OST-INTOXICATION
__ pVlJfS

lapins --........--.., 26-ZJ-J2-I)l~t :»-J~l 2-01-92 6-01J)2 10-01-92 1/H)1-92 '1[j..(}1-92 12-01-92 '0-01-92-.
l,

1 100 64.10 56,41 78,84 75,00 120,51 116.66 112.82 112.82

~

2 100 1 86 ..53 44,87 26,28 41.02 75,00 94,23 86,53 98,07
1
'1

3 100 53.36 36,53 36,53 59,13 101,44 115,86 115,86 115,86

4 100 48,49 33,08 30.82 41.73 75,18 68,42 53.00 72,93

5 100 63,24 47.56 41.56 50,81 56,75 72,97 69,72 88.64

6 100 26,70 32,95 63,63 33,52 66,47 83,52 69,88 90,34

-
X 100 55,.w 40,83 45,54 49,21 81,67 90,05 82.19 94.76

1

VI.....



.TADLEAU 13

"1

EVOLlTI'ION DU TAUX DES HDL CHOLESTEROL (gll) WRS D'UNE

INTOXICATION AU FENITROTHION (Iap) - PLASMA LAPIN

"...... Pério::h-lète œe Pré-intr»d.- INTOXICATION1P~ plWllts . NJHrn POST - INTOXICATION

lBpins --- '"'---, , 2[--ZJ-12-91 XJ-12-91, 02-01-92 (Xj-()1-92 10-01-92 14-01-92 1~ 1-92 22-01-92 ZJ-ol-92-.....

1 0.35 0.39 0.40 0.56 0.45 0.32 O.~ 0.21. 0.11)

2 0,16 0.20 0,31 0.38 0.41 0.36 0.33 0,23 0,24

3 0,17 0,33 0,35 0,37 0,31 0,35 0,28 0,17 0,21

4 0,2[J 0,40 0.40 0,44 0.34 0,31 O.X) 0,34 O,ZJ

5 0,40 0,44 0,56 0,47 0,49 0,41 0,45 0,38 0,47

6 O~,ll 0.29 0.33 0,41 0,34 0,30 0,29 D,x) 0,25

0- 1,63 2,05 2,35 2.63 2,34 2.05 1,95 1,63 1,70

-
X O,ZJ 0,34 0.39 0,44 0,39 0,34 0,32 0,77 0,28

'V 0,(y) 0,00 O.(y) 0,07 0.07 0.04 D,(Xj 0,00 0.00

1
lJl
.~
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TADLEAU 14 - EVOLUI'ION DU TAUX DES LDL CHOLESTEROL (g/l) WRS D'UNE INTOXICATION

AU FENITROTHION (IOP) - PLASMA - LAPIN

0,32

0,57

0,34

0,/1)

0,38
1

0,39 I~
1

2,/1)

0,40

0,08

r'5

%

32

23

2fi

33

1/'

3D

35

:-01-92 1 Zl-1Jl-92

--l~ _

Péricx:b - lbte .:Œ pr~intoxi- INTOXICATION POST - INTOXICATION
.e!W1tE œtim

-
N° lBpin ~ 2frZl-12-91 30-12-91 02-1J1-92 (Xj-()1-92 1()-()1-92 14-01-92 1[J-{)1-92 22

1 0,43 0,29 0,27 0,24 0,11 0,41 0,56 0,

2 0,58 0,42 0,35 0,39 OS7 0,14 0,31 0,

3 0,45 0,22 0,24 0,:51 0,43 0,45 0,13 0,

4
1

0,39 0,29 O,Zl 0,16 0,15 0,10 ! 0,10 0,

1 Ot3'J5 0,41
1

0,24 0,25 0,10 0,13 0,25 0,

1
6 0,42 ':2 0,24 0,16 0,19 Ot18 . 0,12 0,

~X 2,68 1t68 1,62 1,42 1,38 1.5.1 : l.52 1,

X 0,44 Ot28 O,Zl 0,23 0,23 0,25 0,25 0,

V- 0,07 0,07 0,04 0,12 0,13 0,14 0,17 0,



TABLEAU 15

EVOLUTION EN POURCENTAGE DES HDL CHOLESTEROL LORS D'UNE

INTOXICATION AU FENITROTIIION (IOP) - PLASMA LAPIN

~
~ri-l l N TOX ICA T ION

P 0 S T - l N TOX. ICA .T T 0 N_ !plvmts catiœ c--- .

W lapjn 26-27-12-91 3)-12-91 02-01-921Q)-{)1-92 le -01 -92 14-01-92 18- 01- 92 122- 01- 92 27-01-92

1

1

11

1 100 111,42 114,28 100 128,57 91,42 85,71 00,00 74,28

2 100 125 193,75 237,'3J 256,25 225 2Œ>,25 143,75 1'3J
1

3 100 1<}4,11 205,00 217,64 182,35 205,00 164,70 100 123,52

4 100 142,85 142,85 157,14 121,42 110,71 107,14 121,42 %,42

5 100 110 140 117,'3J 122,'3J 102,'3J 112,'3J C;X),OO 117,'3J

6 100 107,40 1
122,22

151'
85

1
125,92 111,11 107,40 111,11 92,59

-
X 100

1
125,92 144,44 162,% 144,44 125,92 118,91 100 1œ,70

1

VI
.j::-.



TABLEAU 16
EVOLUTION EN POURCENTAGE DES LDL CHOLESTEROL LORS D'UNE INTOXICATION

AU FENITROTHION (IOP) - PLASMA LAPIN

1

tH
1

~ rDate et période P::é i~to 1 l N T 0 A. ICA T ION 1 P 0 ST. l N TOX ICA T ION. Xlcatlon 1

1 27/ 01/1:52N~Pin ·_~S 26-27/12/91' 3)/12/91 1 C12./01/1:52 0)/01/1:52110/01/1:52 '14/01/1:52 118/01/1:52 1 22/01/1:52

1 100 67,44 62,79 55,81 25,58 95,34 13),33 00,46 74,41

2 100 n,41 00,34
1

67,24 63,79 24,13 53,44 68,% 93,27

3 100 48,00 1 82,22 95,55 100 28,00 84,44 75,55

1

53,33,

1

4 100 74,35 69,23 41,C12. 38,46 1 25,64 25,64 58,97 1C12.,56
1

5 100 58,53 00,97 24,39 31,70 00,97 73,17 00,48 1:52,68

6 100 52,38 57,14 38,œ 45,23 42,85 28,57 83,33 1:52,85

X 100 63,63 61,36 52,27 52,27
1

56,41 56,81 72,72 <X>,<X>
1



TABŒAlJ 17

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

ET DE L'ACTIVITE CHOLINESTERASIQUE LORS D'UNE INTOXICATION

AU FENITROTHION (IOP) - CHEZ LE LAPIN

.~ Pré-into- IN TOX ICA 1 ION POST INTOXICATION. des plmvts

Paramètres xication 1 l '
10/01/92 114/01/92 18/01/92 122/01/92 27/01/92

1
'Jfr27/12/91 1 :J)/12/91 CJ2/01/92 Œ/01/92

Activité clxiliœst:éras:qœ 1

(sang total) 1,89 1,00 0,76 1,19 0,94 1,59 1,67 1,00 1,74

Activité clx>linest:érns:iqœ
1 O,ff> O,SB 0,35 0,43 0,64 0,71 0,85 0,79 0,79(plaqœ.)

Activité clxiliœstérasiqœ 1,91 1,Œ> 0,78 0,87 0,94 1,56 1,72 1,57 1,81(érythrocytes)

1
IR clx>lestérol 0,27 0,34 0,39 0,44 0,39 0,34 0,32 0,27 0,28 1

,
IlL clx>lestérol 0,44 0,28 0,27 0,23 0,23 0,25 0,25 0,32 0,36

VI
0\
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Ilmole de substrat hydrolysé
mn/ml de sang total

2 ...

/.----.
------.•

.~
•

FIGURE 3 : EvolutIon de l'activité cholinestéraslque
moyenne dans le temps lors d'une Intoxication au

FENITROTHION (IOP). SANG TOTAL de LAPIN
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FIGURE 4 : Evolution de ('activité cholinestérasique
dans le temps lors d'une intoxication au

FENfTROTHION (I.O.P.). PLASMA de LAPiN
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FIGURE 5 : Evolution de l'activité cholinesterasique
dans le temps lors d'une intoxication au

FENITROTHJON (JOP). ERYTHROCYTES de LAPIN
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Taux LDL
cholestérol (g/I)

0,45 T•
FIGURE 6 : Evolution du taux des LDL cholesterol

dans le temps lors d'une intoxication au
FENITROTHION (IOP) - PLASMA de LAPIN
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Taux HDL
cholestérol
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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 II

RESULTATS - DI9JUSSIONS

II. 1. Résultats

II. 1.1. Résultats du dos8[Je de l'activité çhollnestérBSique

Pour les trois éléments auxquels nous nous S08lleS intéressés à 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 cOIIIpte de l'animal et des trois périodes du protocole d'intoxi

ClJtion qui sont :

* 18 période pré-intoxication ,

* la période d'intoxication ,

• la période post-intoxication.

Pour chaque échant1l1on on a effectué deux dosB[Jes. C'est 18 lIIOyenne des

valeurs obtenues qui figure au nivetJu des tableaux.

II. 1.2. Résultats du doséJge des lipoprotéines

Ils concernent les deux ptJr8lllètres étudiés que sont:

- HDL cholestérol ,

- LDL cholestérol •

Voir les tableaux 13 et 14.

II. 1.3. Etude comparée de l'évolution des pBr8lllètres lipopro

téiques et de l'activité cholinestérasique en fonction des trois périodes

du protocole d'intoxication •

Voir tableau 17.

II. 2. Discussions

II. 2.1. Du choix des anilllaux

Cette étude rentre dans les préoccup,<}tions du Département de PharlllJc1e

Toxicologie de l'Ecole qui a déjà travaillé sur les nJIIIinants. l 'ha.oe et

les chiens. Les présents résultatt:! ~ armettront des comparaisons avec les

lapins. animélux de choix pour les m ....y~rimentBtions de la.boratoire. .1...
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II. 2.2. Il! la CDddœ Œs ertpér.iEnœs

- On pourrait penser que le nombre des animaux est faible. Hais 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 l~activité cholinestérasigue

les valeurs de l'activité cholinostérasique obtenues seront discutées

en prenant en compte chacun des éléments dosés li savoir: le sang total,

le plaslIIl'J, les érythrocytes, et les périodes du protocole d'intoxication.

II. 2.3.1.1. sang total

al Période pré-intoxiCéltion

Le tableau 7 montre que la valeur moyenne de l'activité cholinestérasique

pendant cette période (période de référence) est de 1,97 J.J11lolelmnlml.

En dehors d'un seul animal qui est à 2.71, on peut considérer que les

valeurs individuelles vont de 1,50 <"l 2.03.

bl Période d'intoxication

Nous notons une baisse de l'activité cholinestérasique au niveau de

tous les animaux et durant toute cette période. Cette chute commence

dès le premier jour qui suit l'intoxication. Nous avons le llIinill1Ulll

d'activité, c'est à dire 41~62 p. 100 situé au milieu de cette période.

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

cl Période post-intoxication

L'activité cholinestérasique amorce une croissance notable durant cette

période. La figure 3 lIJOntre que la courbe remonte à partir du 10 Janvier

pour subir une légère laisse le 27 Janvier.

Cette diminution est sans Brande influence. car absente aussi bien au

niveau du plaslDlh que des érythrocytes • Le recouvrement de l'activité

cholinestérasique n'est total à la fin des expériences que pour l'animal

N° 3. L'activi té cholinestérasique du sang total subi t plus de variations

en fonction des paramètres du sang (hématocrite par eXeDIple) et constitue

un mauvais indicateur.

.1 . ..
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Plasma

al Période pré-into!ication

Le tableau 8 montre que l'activi té cholinetJt.éresiqus 1'el"ie de 0,77 à

1,01 1J-I«Jlelmnlml et que la valeur moyenne est de 0,86 u ~eIUJDIID1.

Cette activité est plus faible que celle du sang total.

bl Période d'intoxication

Nous constatOftSUD8baisse généralisée de l'activité durant toute

cette période. ComllIe pour le SMg total, le taUJt minilllUlll d'acti...i té est

observé au milieu de cette période. La figure 4 viSUtJ1iSG cette situat:Lon.

Nous avons 40,69 p. 100 d'activité par rBfJPOZO~ à la référ~ soit UIt

taux d'inhibition de 59,31 p. 100 (tableau 11).

cl Période post-intoxication

La figure 4 nous IIIOntre qu'une croissance nette s'BJIIOrce à la fin de

l'intoxication pour atteindre son ~imum 98,83 p. 100 au milieu de

cette période.

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

maux 1 et 2.

II. 2.3.1.3.

al Période pré-intoxication

Le tableau 9 ",ontre que la valeur moyenne de l'activ.ité cholinestérasi

que pendant cette période est de 1,91 p/1lIOle/lMJ/ml.

Les valeurs de l'activité pour les 6 lapins vont de 1,56 à 2,66.

L'activité cholinestérasique érythrocytaire est plus forte que l'acti

vité plasmatique. Chez le lapin, l'activité cholinestérasique est éry

throcytaire.

li 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-intoxicntion

qui est de 1.91 passe au milieu de la période d'intoxication à 0,78.soit

si nous regardons le tableau 12 des pourcentages. un passage de 100 p. 100

d'activité à 40,83 p. 100 soit une inhibition de 59,17 p. 100. La figure

5 nous montre ce phénomène par un ",inilllUDl si tué au 02 Janvier.

.1••.
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c /Période pgst-intoxication

Le recouvrement de l'activi té COIlJlIence dès l'arrêt de l' intoKicatiOll

si nous considérons les pourcentages du tableau 12. 45.54 p. 100

(dernier prélèvement de la période d'intoxication) et 49.21 p. 100

(premier prélèvement de la période post-intmcication). Cette phase

de croissance continue jusqu'au dernier jour où le recouVT6IIIeDt tend

vers la totalité. c'est à dire 100 p. 100. Nous avons 94.76 p. 100

de l1IOyenne.

En résumé. le FENITROTHION (IOP) administré par la voie per-cutanée chez

le lapin à la dose de 65 IDg/K8/j [Jendant une semaine entratne une

forte dépression de l'activité coo1inestérasique. aussi bien au niveau

du sang Lot~l. du p1Dsma. que des érythrocytes.

Cette inhibition atceind respectivement 58.38 p. 100 , 59.31 p. 100 ,

59.17 p. 100 de l'activité initiale.

II. 2.3.1.4. COnfrontation avec les résultats bibliogra

phiques

Nos résultats obtenus avec le plasma peuvent ~tre cOlDparés à ceux d'EZIN

(14) qui a travaillé chez le chien avec le mâDe élément.

Cet auteur note qu'avec le FENITROTHION utilisé par la voie per-cutanée

à la dose de 130 IBf3/Kil/j pendant 7 jours chez le chien. la dépression

de l'activité cho1inestérasique est rapide. Ce qui est en conformité

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

Cependant. à la fin de nos expériences. le taux de recouvrement moyen

obtenu (91.86 p. 100) est inférieur à celui d'EZIN (107.6 p. 100).

L'interprétation qu'il faut donner à ce résultat. hormis la différence

de sensibilité liée li l'œphs est que l'activité cholinestérasique est

plasmatique et érythrocytaire chez le chien tandis qu'elle est surtout

érythrocytaire chez le lapin.

Cette thèse est toutefois à lIBJœr d'autant qu'avec le sang total et les

érythrocytes. le recouvrement lIIOyen est aussi incomplet. La raison que

nous pouvons évoquer est que le recouvrement est lent. une fois 1 racti

vité cho1inestérasique déprimée au niveau des hématies.

Un autre auteur SIOO (35) qui a travaillé chez les ovins et dans les

mêmes conditions que les nôtres a noté une dépression très lente et un

recouvrement lent de l'activité. Chez les ovins. l'activité est exclusi

vement érythrocytaire.

.1...
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Sur le plan clinique. nos résu1 tats ne concordent pas. Nous avons eu

des morts. Bien entendu. les lapins sont une espèce très sensible.

L8 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

BDL cholestérol ~ 0.27 ~ 0.09 (3/1)

LDL cholestérol : O. 44 ·t~ 0.07 (g/l)

Le, littérature nous fournit peu de données relatives à ces éléments.

Nous trouvons généralement le taux du cholestérol total ou celui des

fractions 1ipoprotéiques dans leur globalité. c'est à dire les t

taux de . VLDL - LDL - BDL - chy101Dicrons.

Toutefois. LACOMBE et NIBBELINl/~Jt trouvé chez le lapin. des valeurs

presque identiques aux nôtres.

HDL cholestérol : 0.24 a/1

LDL cholestérol : 0.31 8/1.

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

toutes les espèces aux tDUX des HDL et LDL cholestérol.

EZIN (14) travaillant chez le chien

c1101estéro1 total 2.33 8/1

HDL cholestérol 1.45 8/1

LDL cholestérol 1.93 3/1

Chez l'homme

cholestérol total

HDL cholestérol

LDL cholestérol

1.4 - 2.7 8/1

0.41 - 0.75 e/1
1.80 - 1.88 8/1.

Chez le lapin. le taux' de cholestérol total peut atteindre 0.8 8/1.

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

Compte tenu de c qui précède. nous pouvons considérer nos résultats 

COllllDe fiables. Ce qui nous permet d'aborder 1D troisième partie de la

discussion des résultats.

.1 ...
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II. 2.:1.3. Cbtcmais:n dB flld:1ef:içns cE l'Ertivité~ et;

des taux 1ipoprotéigoes

L'ex8Il1en du tableaU. 17 montre que:

les valeurs de l'activité cho1inestérasique comme nous l'avons déjà vu,

subissent une dépression pendant la phase d'intoxication pour enSUi te

tendre vers leur taux initial à l'arr~t du protocole d'intoxication.

Les LDL cholestérol varient dans le m~me sens que l'activité cho1ines

térasique comme le montre la figure 6. Seulement la phase de dépression

des LDL cholestérol est plus longue, car elle continue après l'arr~t

des intoxications. Le phase de recnm'rement ne commence que le 22 Jan

vier, alors que pour l'activité cho1inestérasique, 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 l'activité cho1inestérasique 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 à la fin de la phase d'into

xication.

Au terme de cette ana1vse compArée des fluctuations de l'activité cho

linestérasique et des taux 1ipoprotéiques lors d'une intoxication au

FENITRaI'HION (IOP) chez le lapin, il ressort que la dépression de l'ac

tivité cholinestérasique s'accompaBne de celle du taux des LDL choles

térol, tandis que les HDL cholest6~ol subissent une augmentation.

Ces résultats sont en contradiction .3vec ceux obtenus par EZIN (14) qui

a travaillé chez le chien et llvec ceux de HOUETO (19) qui a étudié la

m&te chose chez 1 'homme. Hais ils sont en conformité avec les conclusions

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

Par conséquent, l'existence d'une inter-relation entre les cholinesté

rases et les lipoprotéines peut ~tre considérée comme existante chez

les 1l1pins •
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CON C LUS ION

L'amélioration des moyens de diagnostic lors d'intoxication par les insectici

des organophosphorés (IOP) demeure depuis quelqu~temps, l'une des préoccupa

tions principales du laboratoire du Département de Pharmacie-Toxicologie de

l'Ecole.

Ainsi, des paramètres biologiques tels que les lipoprotéines sont utilisés en

vue de disposer d'autres outils de diagonstic en dehors de la mesure de l'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 lesqlœls, l'activité des pseudo

cholinestérases augmenterait proportionnellement â celle des triglycérides et

du cholestérol :

* LAWRENCE et MELNICK (24) qui ont montré que les pseudocholinesté

rases s'associeraient quelquefois aux lipides et lipoprotéines pour former un

complexe ;

* REIJO et collaborateurs (31) selon lesquels la dépressicn de l'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 paramètres dès l'arrêt 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 l'activité cholinestérasique en pmole de substrat hyc!rolysC::'/I1J!\

- sang total

- plasma

- érythrocytes

1,97 ~ 0,42

0,86 ± 0,08

1,9]+ 0,41

* Pour les lipoprotéines en g/l

- HDL cholestérol 0,27 + 0,09
- ldl choIes térol 0,44 + 0,07

./ ...
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Nous avons administré par la suite, du FENITROTHION (IOP) â la dose de

65 mg/Kg/j pendant une semaine par la voie per-cutanée â des lapins.

Puis, nous nous sommes intéressés â l'examen des différents paramêtres préci

tés pendant et aprês l'intoxication.

Pendant l'intoxication, l'activité cholinestérasique est inhibée â 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 l'activité initiale.

Quant aux paramêtres 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.

Aprês l'intoxication, nous constatons que l' acti vi té cholinestérasique tend vers

son taux initial de même que les paramêtres 1ipoprotéiques. C'est dire que

les phénomênes observés sont réversibles.

En définitive, l'administration du FENITROTflION (lOP) par la voie per-cutanée

â la dose de 65 mg/ Kg/j pendant une semaine â des lapins, entraine une inhi

bition des cholinestérases et pseudocholinestérases. Les LDL cholestérol dimi

nuent parallêlement â l'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.
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