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Résumé

Résumé

Notre problématique tend a mettre en évidence, simultanément, I’effet nocif de
NiCl2, CPF et leurs mixtures sur les parameétres biochimiques, cytosolique et mitochondrial

chez le lapin méle Oryctolagus cuniculus.

L’étude expérimental menée au laboratoire sur 35 lapin male Oryctolagus cuniculus
repartis en 07 lots, le premier lot sert de témoin, deux lots traités par le NiCl2 a deux
concentration (250 ppm et 500 ppm) deux autres lots traités par le CPF a deux concentration
(375ppm et 750ppm) et les deux derniers sont traités par le mixture M1 (250ppm+375ppm)
M2 (500ppm+750ppm) par voie oral pendant 90jours de traitement

Nos résultats montrent que I’intoxication du nickel,chlorpyrifos et leurs mixtures chez
les lapins male Oryctolagus cuniculus provoque des effets oxydatifs,biochimiques et

hépatotoxiques qu’on peut les résumés dans les points suivants :

» L’aspect physiologique montre que le nickel, CPF et leurs associations induisent un
déficit pondéral avec une augmentation des poids relatifs du foie et une diminution de
la consommation alimentaire par rapport au lot témoin.

» L’aspect biochimique montre que le nickel, CPF et leurs associations induisent une
altération des parameétres biochimiques, biomarqueurs de la fonction hépatiques,
augmentation de la concentration du glucose, de I’urée, de la créatinine et de
bilirubine total et direct, ceci s’accompagné par une augmentation de I’activité
enzymatique des marqueurs hépatiques ASAT, ALAT et ALP.

» Stress oxydatif cytosolique : L’effet oxydatif du nickel,CPF et leurs mixtures se
manifestent par altération du systéme antioxydant cellulaire caractérisé par une action
directe sur I’activité enzymatique du glutathion peroxydase (GSH-Px),de la catalase,
de GST,le taux du glutathion hépatique (GSH) et le taux de MDA. Effet neurotoxique
traduit par une diminution de I’activité de I’ AchE

» Effet mitochondrial : se manifeste par une augmentation de gonflement et de
perméabilité mitochondrial par contre une diminution de la respiration et perturbation

des biomarqueurs oxydatif mitochondrial.

Mots clés : CPF, Nickel, Oryctolagus cuniculus, stress oxydant, paramétres biochimiques,

perméabilité, gonflement, respiration.



Abstract

Abstract

Our problematic tends to highlight, simultaneously, the harmful effect of
NiCI2, CPF and their mixtures on the biochemical, cytosolic and mitochondrial
parameters in the male rabbit Oryctolagus cuniculus.

The experimental study conducted in the laboratory on 35 male rabbits
Oryctolagus cuniculus distributed in 07 batches, the first batch serves as a control,
two batches treated with NiCI2 at two concentrations (250 ppm and 500 ppm) two
other batches treated with CPF at two concentrations (375ppm and 750ppm) and the
last two are treated with the M1 (250ppm + 375ppm) M2 (500ppm + 750ppm)
mixture orally for 90 days of treatment

Our results show that nickel, chlorpyrifos and their mixtures in the male rabbits
Oryctolagus cuniculus causes oxidative, biochemical and hepatotoxic effects that can

be summarized in the following points:

» The physiological aspect shows that nickel, CPF and their associations induce
a weight deficit with an increase in relative liver weights and a decrease in
food compared to the control group.

» The biochemical aspect shows that the nickel, CPF and their associations
induce an alteration of the biochemical parameters, biomarkers of the liver
function, increase of the concentration of glucose, urea, creatinine and total
and direct bilirubin, this accompanied by an increase in the enzymatic activity
of ASAT, ALAT and ALP liver markers.

» Cytosolic oxidative stress: The oxidative effect of nickel, CPF and their
mixtures are manifested by alteration of the cellular antioxidant system
characterized by a direct action on the enzymatic activity of glutathione
peroxidase (GSH-Px), catalase, GST, hepatic glutathione level (GSH) rate of
MDA. Neurotoxic effect resulting in a decrease in AchE activity.

» Mitochondrial effect: manifested by an increase in swelling and mitochondrial
permeability against a decrease in respiration and disruption of mitochondrial

oxidative biomarkers

Key words: CPF, nickel, Oryctolagus cuniculus, oxidative stress, biochemical
parameters, permeability, swelling, respiration.
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Introduction

Introduction

Le probléme de la pollution n’est pas un phénomene récent ou accidentel, mais compte
en réalité parmi les plus antiques. La consommation domestique, I’activité professionnelle ou
la production agricole et industrielle, libérent des déchets qui sont a la fois un risque et une
ressource. Eliminés sans précautions, ils risquent non seulement de dégrader les paysages
mais aussi de polluer I’environnement et d’exposer I’hnomme a des nuisances et a de graves
dangers. Quelle ait des conséquences sanitaires, écologiques, esthétiques, industrielles ou
agricoles (et le plus souvent les cinq a la fois), la pollution est un phénoméne qui a des
répercussions économiques et sociales graves (Gaujous, 1995).

D’aprés Jamet (1983), notre environnement physique est assimilable au niveau de ces
trois compartiments : I’air, le sol et I’eau. En raison des échanges permanents qui existent
entre ces compartiments, un pesticide introduit dans I’'un d’entre eux, peut contaminer les
deux autres, comme le sol recoit la plupart des traitements, il joue un réle déterminant dans la
dispersion des pesticides en particulier par le phénomene de lessivage. Ces derniéres années
on prend de plus en plus conscience que les pesticides n’agissent pas seulement contre la cible
pour laquelle ils sont homologués, mais aussi sur I’ensemble de I’écosystéme (Calvet, 1983).

De nombreuses substances toxiques générées par les activités humaines sont
quotidiennement déversées dans I’environnement aquatique. Les pollutions d’origine
chronique contribuent majoritairement a la détérioration des écosystéemes aquatiques. Les
contaminants majeurs, dont certains sont également d’origine naturelle, sont regroupés en
plusieurs familles : les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPS), les chlorophénols,
les polychlorobiphényles (PCBs), les hexachlorohexanes, les hexachlorobenzenes, les
dioxines, les organoétains, les pesticides organochlorés, les insecticides organophosphorés et
carbamates et les métaux lourds tels que le cadmium, le mercure, I’argent, le nickel, le plomb,

le zinc, le cuivre, le fer (Amiard et al., 1998).

Des agents polluants, comme les plastiques, les métaux et certains pesticides, ne sont
pas ou peu biodégradables : le processus d'autoépurations est alors inopérant et ces substances
s’accumulent dans I’écosystéme, intoxiquant les espéces vivantes qui les ingerent. Certaines
de ces substances, de surcroit, comme les métaux lourds ou les pesticides, s’accumulent dans
les organismes, se concentrant dans certains tissus ou organes a des doses parfois bien

supérieures a celles mesurées dans I’eau, un phénomene appelé " bio-accumulation ". Cette
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accumulation, qui s’amplifie a chacun des maillons de la chaine alimentaire, peut prendre

parfois une ampleur inquiétante (Ramade, 1995).

Apres la seconde guerre mondiale, les pesticides ont grandement contribué a
I’amélioration de la santé publique en permettant, d’une part, d’éradiquer ou de limiter la
propagation de maladies parasitaires et en garantissant, d’autre part, une production
alimentaire de qualité et dans ce cas, ils ont constitué un progres considérable dans la maitrise
des ressources alimentaires (OPDCSET, 2009).

Les produits phytosanitaires ou pesticides sont utilisés contre différents types
d’agresseurs qui peuvent étre des virus, des bactéries, des champignons, des plantes
(mauvaises herbes), des invertébrés (exemple : insectes, acariens, nématodes) et des vertébrés
(exemple : rongeurs, oiseaux). Les pesticides sont regroupés en trois grandes familles, les
herbicides, les insecticides et enfin les fongicides (Ehrmann, 2012).

Les organophosphorés (OP) sont des toxiques Ilétaux, a action systémique
prédominante, dont le mécanisme d'action principal est de bloquer la dégradation de
l'acétylcholine au niveau des synapses cholinergiques par inhibition irréversible des
cholinestérases (Buffat et al., 1989 ; Sidel and Borak, 1992), d'autres mécanismes encore

mal connus aggravant cette toxicité (Blanchet et al., 1991).

Le chlorpyrifos (CPF) est un insecticide OP que I’agence US de protection
d’environnement a interdit certaines de ses utilisations intérieures en 2000 en raison de son
effet neurotoxique, surtout chez les enfants puisque I’inhibition de I’acétylcholinestérase
(AChE) est principalement impliquée dans la neurotoxicité induite par cet agent (Mitra,
2008).Malgre cette restriction, le CPF reste un insecticide populaire a travers le monde
(Brocardo et al., 2007; Prendergast et al., 2007)

Dans notre environnement nous sommes exposés a un nombre des substances
naturelles ou artificielles peuvent étre causées des effets toxiques, et les métaux lourds parmi

ces substances nocives (Basketter et al., 1999).

On appelle métaux lourds les éléments métalliques naturels dont la masse volumique
dépasse 5g/cm®. Ceux-ci sont présents le plus souvent dans I'environnement sous forme de
traces : mercure, plomb, cadmium, cuivre, arsenic, nickel, zinc, cobalt, manganése. Les plus
toxiques d'entre eux sont le plomb, le cadmium et le nickel (Veyssyre et al., 2000). On

s’intéressedans notre travail au nickel, qu’il est présente de nombreuses similitudes chimiques
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et physiques avec le Cd et on le trouve dans le nature accompagné du Cd (Bliefert et
Perraud, 2001).

Le nickel est un composant naturel du sol. On est exposé au nickel en inhalant de la
poussiére, en consommant des aliments et de I'eau, et en touchant certains objets, comme les
pieces de monnaie, les piles rechargeables et les bijoux. C’est un polluant environnemental
potentiellement carcinogéne (Poey et Philibert ; 2000). L’exposition au nickel peut
provoquer des effets toxiques sur de nombreux tissus en I’occurrence, les reins, le foie, les
poumons, I’hématopoiese, la reproduction et sur le développement. L’accumulation de ces
corps toxique dans I’organisme est susceptible de déclencher une réaction de défense (Chen
et al., 2003; Chiffoleau ; 2001).

L’objectif principale de cette recherche est d’étudier les effets de CPF, NiCl; et leurs

mixtures sur un modele biologique (Oryctolagus cuniculus)
Ce travail comporte deux parties importantes :
Etude bibliographique qui présente quelques connaissances sur :

» chlorpyrifos : ses propriétés physicochimiques, sa toxicité du CPF et son mécanisme
d’action.

> Le nickel : ses propriétés physicochimiques, sa toxicité du nickel et son mécanisme
d’action.

Une partie expérimentale regroupe I’ensemble des résultats obtenus sur I’évaluation de la
toxicité (croissance générale), I’étude de quelques paramétres biochimiques et enfin
I’exploration du statut antioxydant des quelques bio marqueurs du stress oxydant ainsi que par
I’étude subcellulaire (gonflement et perméabilité mitochondriale respiration cellulaire et
dosage de quelques enzymes de stress oxydatif du tissu hépatique).
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I-L’évaluation de risque lié a I’exposition aux xénobiotiques
I-1- Exposition aux pesticides

Les pesticides sont utilisés, non seulement dans I’agriculture, mais aussi par
divers autres acteurs (industries, collectivités territoriales) ainsi qu’en usage
domestique et vétérinaire. Des problémes de résidus dans les légumes, les fruits, les
vins, etc., sont aussi mis en évidence.

L’exposition aux pesticides se caractérise donc par une multiplicité des voies
d’exposition, ces substances pouvant pénétrer dans I'organisme par contact cutané, par
ingestion et par inhalation. La grande variété des produits rend difficile I’évaluation
des expositions des populations, qu’il s’agisse de la population exposée
professionnellement (agriculteurs ou manipulateurs), ou de la population générale
(Jakubowski et Trzcinka-Ochocka, 2005).

1.1.1- Exposition professionnelle

L’exposition  professionnelle concerne essentiellement les personnes
manipulant les produits, au moment de la préparation, de I’application et du nettoyage
des appareils de traitement. Les agriculteurs constituent une population
particulierement exposée qui forme un groupe sentinelle pour [I’observation
d’éventuels effets des pesticides. De plus, I’exposition professionnelle aux pesticides
des agriculteurs est trés variable et complexe selon les exploitations agricoles. Elle est
le plus souvent saisonniére et correspond a une succession de journées d’utilisation de
produits chimiquement différents au cours de la saison et souvent également au cours
d’une méme journée (CPP, 2002). En général, I’exposition est essentiellement
cutanée, a moindre mesure aérienne et secondairement orale (repas, tabac, sur le lieu
de travail). L’absorption des pesticides par la peau est révélée comme la voie
d’exposition la plus significative en milieu agricole Par ailleurs, bien que les
équipements de protection individuelle (gants, masques, combinaisons) constituent les
principales mesures de prévention mises en ceuvre afin de réduire I’exposition des
professionnels (Jakubowski et Trzcinka-Ochocka, 2005).

1.1.2. Exposition non professionnelle

L’ensemble de la population peut étre exposé aux pesticides lors des usages

domestiques ou d’entretien des jardins mais surtout a des résidus de ces pesticides au

travers de son environnement (eau, air, particules en suspension, poussieres) et de son
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alimentation. Les chiffres de ’OMS indiquent que la contamination des aliments par
les pesticides est la voie d’exposition de loin la plus importante. Les évaluations de
risque attribuent 90% de I’exposition & I’alimentation contre 10% a I’eau.
1.1.3. Exposition de I’enfant

L’exposition de I’enfant aux pesticides peut avoir lieu tres tot, in utero via le
placenta suitea I’exposition de la mére (Saunders et al., 2004), mais également apres
la naissance, soit directement par exposition aux contaminations domestiques
(pesticides utilisés dans la maison ou le jardin ou habiter dans une zone agricole)
(EEA and WHO, 2002) ou via le lait maternel( WHO, 2004; Jurewicz et al., 2006)
et I’alimentation (CEC, 2002; Jurewicz et al., 2006), soit indirectement pour les
enfants de parents professionnellement exposés (e.g, agriculteurs). Il est a noter que
I’alimentation a été montrée comme une source d’exposition majeure des enfants aux
pesticides organophosphorés (Lu et al., 2006; Lu et al., 2008). Quant aux pesticides
organochlorés, ils seront essentiellement transmis via le lait maternel (Campoy et al.,
2001).
I-2-Effet des pesticides sur la santé et sur I’environnement
I-2-1-Effets sur la santé

L’usage des pesticides a permis des progrés agronomiques, mais il représente
également un danger croissant pour la santé des populations. Bien que la connaissance
des effets a court terme (toxicité aigué) soit en progression, les risques a long terme
(toxicité chronique) restent difficiles & apprécier. L’essentiel des travaux sur le sujet
concerne les populations professionnellement exposées tels que les agriculteurs.
Seules des études approfondies concernant généralement des enfants ont été réalisées
sur I’exposition domestique. Par ailleurs, les experts spécifient d'emblée que les
résultats des études réalisées aupres des populations a exposition professionnelle ne
pourraient étre extrapolés a la population générale du fait de I’'importance et de la
périodicité de ces expositions (Manuel, 2007).
1.2.1.a. Exposition

L’exposition aux pesticides se caractérise par une multiplicité des voies
d’exposition. En effet ces substances peuvent pénétrer dans l'organisme par contact
cutane, par ingestion et par inhalation. Les études sur le risque sanitaire associé a
I'exposition des populations humaines aux pesticides via l'atmosphére sont peu
nombreuses. Les concentrations en pesticide dans I’air sont le plus souvent de I’ordre

du ng.m-3, tres inférieures aux concentrations exercant une toxicité aigué sur les
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vertébrés (Unsworth et al., 1999). Il existe cependant des données sur la toxicité
aigué des substances actives par inhalation obtenues sur des rongeurs lors des tests de
laboratoire. Mais, les effets chroniques a long terme ne sont pas documentés
(Aubertot et al., 2005).
1.2.1.b. Toxicité aigué

La toxicité aigué est induite par une exposition ponctuelle a une dose
importante de pesticide susceptible d’entrainer des effets immédiats ou rapprochés
tels que la manipulation des produits non dilués (ORSB, 2001). La toxicité aigué des
substances chimiques est évaluée a I’aide de tests réglementaires réalisés sur des
animaux de laboratoire. La notion retenue est celle de la dose létale 50 (DL50)
correspondant a la quantité de matiere active qui, administrée en une seule fois, par
ingestion, inhalation ou voie cutanée, entraine la mort de 50% des animaux traités.
Les principales connaissances sur les effets aigus des pesticides chez I’homme sont
issues d’observations rapportées en milieu professionnel et des cas d’intoxications
documentés par les centres antipoison. L'exposition professionnelle se fait
essentiellement par voie cutanée et respiratoire tandis que la voie orale concernerait
davantage la population générale par ingestion accidentelle ou intentionnelle de
pesticides. D’apres le réseau de toxivigilance agricole, les produits les plus souvent
incriminés sont par ordre décroissant les insecticides, les fongicides et les herbicides.
Les troubles observés concernent les muqueuses et la peau dans 40% des cas. Enfin,
les intoxications massives entrainant I’hospitalisation ou les décés qui peuvent étre
facilement repérées alors que les manifestations biochimiques sont plus difficilement
identifiables (ORSB, 2001).
1.2.1.c. Toxicité chronique

La toxicité chronique est induite par une exposition prolongée a de petites
quantités des substances incriminées et a leur accumulation dans I’organisme pouvant
dépasser le seuil de concentration toxique. L’étude de la toxicité chronique est
complexe car de nombreux parametres sont a considérer. Bien souvent, le décalage
entre I’exposition et la découverte d’une anomalie rend délicat I’établissement de la
causalité. Cette toxicité est évaluée de facon normalisée par expérimentation sur des
animaux de laboratoire. L’ensemble des tests réalisés permettent de fixer la dose
journaliére admissible (DJA). Les maladies potentiellement liées aux expositions a
long terme aux pesticides sont essentiellement étudiées dans les populations
professionnellement exposées (ORSB, 2001).
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I-2-2-Effets sur I’environnement

Depuis prés de cinquante ans, les pesticides ont été mis en évidence dans tous
les milieux : dans les eaux des rivieres et des nappes phréatiques, dans l'air, dans les
eaux de pluie et dans les sols. Les pesticides peuvent avoir des effets directs sur les
écosystemes des zones d’application. Ainsi, la fertilité des sols peut étre ébranlée a
travers la diminution voire la disparition de certaines populations comme celles des
lombrics (CPP, 2002). Par ailleurs, les insecticides sont particuliérement nocifs pour
les antagonistes des ravageurs cibles. Or, les arthropodes comme les coccinelles
permettent souvent de limiter le recours aux insecticides et il a été clairement montre
que les pyréthroides affectent ces insectes (Grafton-Cardwell et Gu, 2003). Le cas
des populations d’oiseaux illustre la possibilité d’impacts indirects des pesticides,
notamment via la raréfaction de la ressource alimentaire (Aubertot et al., 2005).
Des suivis menés dans des exploitations au Danemark sur 31 exploitations conduites
en systeme conventionnel et 31 exploitations conduites en systéme biologique ont mis
en évidence un déclin pour 15 des 35 especes d’oiseaux communes observées, et ce
proportionnellement a la quantité de pesticides utilisés (Laughling et Mineau, 1995).
Une récente étude a montré que les pesticides peuvent altérer les écosystemes
aquatiques et ce a des niveaux de contamination parfois inférieurs aux seuils de risque
déterminés dans des systemes artificiels (Schéafer et al., 2007). Les impacts négatifs
peuvent se répercuter tout au long d’une chaine alimentaire. Ainsi, les propriétés
phytotoxiques des pesticides peuvent entrainer la destruction du phytoplancton et
briser la chaine trophique, cette microflore étant essentielle au maintien de la fertilité
du milieu (Downing et al. 2008). Toutefois, il est parfois délicat d'associer la
présence de pesticides dans les milieux aquatiques avec des effets car d’autres
facteurs peuvent aussi intervenir dans le déclin de certaines populations comme la
modification des caractéristiques physiques des habitats (Aubertot et al, 2005).
L’atmosphere est un important vecteur de dissémination des produits phytosanitaires.
L’exposition via I’air concerne en principe les résidus secs et humides, ces derniers
représentant probablement unevoie majeure comparativement aux résidus secs
(Unsworth et al., 1999). Il convient de rappeler ici que les concentrations en
pesticides mesurées dans les eaux de pluie peuvent étre de I’ordre du pg.L™. En
considérant une précipitation de 20 mm d’une pluie & 1 pg.L™?, la quantité redéposée a
I’hectare est de 0,2 g de substance (Unsworth et al., 1999). A cette dose, des effets
directs de ces résidus peuvent se manifester pour les substances les plus toxiques.
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Parailleurs, certains pesticides, particulierement résistants comme les Polluants
Organiques Persistants (POPs), se concentrent dans les régions froides du monde
apres avoir subi un transport atmosphérique. Ces composés s’accumulent dans
I’épaisse couche de graisse indispensable a la survie de la faune autochtone (PNUE,
2005). C’est ainsi que I’on trouve parmi les populations de I’ Arctique, les niveaux les
plus élevés des POPs enregistrés. Pourtant, elles se trouvent a des milliers de
kilometres des endroits ou ces pesticides ont été émis (PNUE, 2005). Van Straalen
et Van Gestel (1999) relévent un manque d’étude sur I’impact des pesticides sur ce
type d’écosystéemes dont la vulnérabilité peut étre différente de celle des régions
proches des zones de traitements habituellement prises en compte dans les procédures
d’évaluation du risque. Généralement, il est difficile d’identifier le ou les produits
responsables d’effets néfastes et d’en expliquer le mécanisme. La difficulté réside
également dans le fait qu’il faille prendre en compte des milliers d’espéces d’étres
vivants réagissant tous différemment a I’exposition au polluant (CPP, 2002). De plus,
les effets d’interaction entre les différents composants d’une formulation ou la
synergie possible résultant, par exemple, de traitements successifs effectués sur une
méme parcelle, ne sont pas pris en compte lors de I’homologation des substances
actives (Van der Werf, 1996). Quant aux études réalisées, elles visent
majoritairement a parer aux effets a court terme, en priorité sur les mammiferes, en
occultant les effets a plus long terme sur la dynamique des populations
environnementales. Finalement, I’ensemble de la communauté scientifique s’accorde
sur le danger et la nocivité des pesticides, cependant, les avis divergent quant a
I’importance de leurs effets sur la santé et I’environnement (CPP, 2002).
I-3- Aspects réglementaires des pesticides
1.3.1.Niveau international

La législation internationale se préoccupe des produits chimiques toxiques
incluant les pesticides qui sont devenus préoccupants d’un point de vue sanitaire et
environnemental. Ces composés sont connus sous le nom de Polluants Organiques
Persistants (POPs) (Protocoled’Aarhus, 1979). Ces polluants sont définis a partir de
leur :
- Toxicité élevée,
- Persistance dans I’environnement,

- Bioaccumulation,
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- Transport sur de longues distances pouvant entrainer un dépot éloigné des lieux
d’émission,
Au niveau mondial deux textes concernent la gestion des risques liés a ces composés :
- La Convention de Stockholm, signée en mai 2001 et entrée en vigueur le 17 mai
2004, dresse une liste de 12 Polluants Organiques Persistants dont neuf pesticides :
Aldrine, Chlordane, DDT, Dieldrine, Endrine, Heptachlore, Mirex, Toxaphéne et
Hexachlorobenzene.
En 2005, deux insecticides (Chlordécone et Lindane) ont été ajoutés a la liste des
pesticides de la convention (PNUE, 2005a et 2005b).
- Le Protocole d’Aarhus, signé en juin 1998 et entré en vigueur le 23 octobre 2003,
est relatif aux Pollutions Transfrontalieres Longue Distance. Les polluants visés par
ce protocole sont les pesticides de la Convention de Stockholm, ainsi que les
molécules de deux insecticides (Chlordécone et Lindane). L’inscription de
I’insecticide Dicofol est en cours d’étude dans le protocole.
A noter que la réglementation européenne a interdit I’utilisation de tous les pesticides
cités précédemment (Réglement européen n°850/2004 du 29 avril 2004).
1.3.2.Niveau national
Le contrble des produits phytosanitaires s’est établi peu a peu en fonction de la

politique de développement proné par le pays et par la disponibilité des moyens.
En Algérie, ce contr6le a connu une évolution dans le temps, la promulgation de la loi
n°87-17 de 01.08.1987 relative a la protection phytosanitaire a permis d’édicter les
mesures relatives a la fabrication, I’étiquetage, I’entreposage, la distribution, la
commercialisation et I'utilisation des produits phytosanitaires a usage agricole. Au
terme de la loi, aucun produit phytosanitaire ne peut étre commercialisé, importé ou
fabriqué s’il n’a pas fait I’objet d’une homologation (journal officiel Algérie).

L’homologation des produits phytosanitaires a été instituée en Algérie par les
décrets exécutifs suivant qui fixent les mesures applicables lors de I’'importation et
I’exportation des produits phytosanitaires a usage agricole :

- N°95-405 de 02 Décembre 1995

- N°10-69 de 31 Janvier 2010.
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I-4- Définition de chlorpyrifos

Le chlorpyrifos a été introduit, en 1965, par la société Dow Chemical. 1l est
maintenant produit par cette méme société, IndiaMedical Corp., Makhteshim-Agan
(Israél) et Planter Product, Inc. Le chlorpyrifos entre dans la composition de plus de
30 produits homologués vendus sous diverses marques commerciales comme
Dursban, Lorsban, Brodan, Detmol UA, Dowco 179 et Empire. Il est vendu sous
forme de concentré émulsifiable, de poudre mouillable, de granules et de préparations

microencapsulées (Eisler, 2000)

Le chlorpyriphos (CgH11CisNOsPS ou  diethoxy-sulfanylidene-(3,5,6-
trichloropyridin-2-yl) oxyphosphure) est un insecticide de la famille chimique des
organo-phosphorés. Cette substance se présente sous forme de cristaux blancs et trés
peu solubles dans I’eau : 2 mg/l (ACTA, 2004).

I-4-1- Propriétés physico-chimiques

+« Formule moléculaire brute : CoH;1CisNO3PS
% Nom chimique : (IUPAC) O, O-diéthyl 0-3,5,6-trichloro-2-
pyridylphosphorothioate

Cl Cl
,ﬂ'| q

N |

CI” N O—F|’—O

0. “—CH

CH;

Figure01 : Structure chimique du chlorpyrifos (Slotkin,2007)
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%+ Masse moléculaire : 350,59.

++ Solubilité dans I'eau : 0,002 g/l a 20 °C.

+ Point de fusion : 41,5 °C.

¢ La pression de vapeur du CPF : 2,49 x 10-3 Pa a 25°C.

% Logarithme de son coefficient de partage octanol-eau : 4,82 a 5,11 (Elevé)
(Howard et al., 1995).

1-4-2- Mécanisme d’action

Le mécanisme primaire de la toxicité des pesticides organophosphorés, tel le
chlorpyrifos, est I’inhibition de la cholinestérase (ChE). L’inhibition de I’enzyme
acétylcholinestérase (AChE) se traduit par une accumulation d’acétylcholine (ACh)
au niveau des récepteurs de la choline, ce qui entraine une stimulation nerveuse
continuelle (Giesy et al., 1999) Le chlorpyrifos est un inhibiteur de I’AChE assez
faible comparé a son métabolite de type oxon(El-Merhibi et al., 2004).la toxicité
provient donc de la formation de chlorpyrifos-oxon par désulfuration oxydative (
Giesy et al., 1999 ; Eisler, 2000). Les facteurs qui influent sur la toxicité du
chlorpyrifos d’une espece et d’un groupe a I’autre comprennent le taux métabolique,
le nombre de cibles disponibles pour le métabolisme du chlorpyrifos en
chlorpyrifos-oxon (Chambers et Carr, 1995) la surface de I’organisme et son stade
de vie (EI-Merhibi et al., 2004).
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Figure 02 : Inhibition des cholinestérases par les organophosphorés
(Bismuth, 1993).
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1-4-3- Toxicité et devenir dans I’environnement

Apres son application, le chlorpyriphos se retrouve & la fois dans les
compartiments atmosphérique (Peck et al., 2005 ; Hageman et al., 2006 ; Yao et al.,
2008 ; Zhou et al., 2010), aquatique (IFEN, 2002 ; Coupe et Blomquist, 2004) et
dans les sols. Dans le sol, le chlorpyriphos se dégrade lentement, avec un temps de
demi-vie estimée a 35 jours. Les pesticides organochlorés subissent une dégradation
naturelle dans I’environnement, accentuée par la lumiére et par la présence de métaux
dissous, de substances humiques et de microorganismes (Dannenberg et Pehkonen,
1998 ; Pehkonen et Zhang, 2002 ; Kralj et al., 2007 ; Theriot et Grunden, 2011)
et, le produit d’oxydation du chlorpyrifos, le chlorpyrifos-oxon s’avere également étre
un puissant inhibiteur de I’acétylcholine estérase (Buchwalter et al., 2004 ; Colovié
etal., 2011).

L’utilisation extensive des insecticides organochlorés dont le chlorpyriphos se
traduit par une pollution environnementale et les organismes non-cibles en sont
devenus victimes, en raison d’une pénétration dans I’organisme par inhalation,
absorption cutanée via le contact avec I’eau et par empoisonnement secondaire
(alimentation) (Griffin et al., 1999 & 2000 ; Meuling et al., 2005 ; Farahat et al.,
2010).

Chez les mammiféres, ces insecticides inhibent non seulement I’acétylcholine
estérase mais affectent également le systéme immunitaire, le pancréas, le foie, les
systemes hématologique et reproducteur (Thrasher et al., 1993 ; Dam et al., 1998 &
1999 ; Gomes et al.,, 1999 ; Nandi et al., 2011). En outre, le chlorpyrifos est
génotoxique (Muscarella et al., 1984 ; Jamil et al., 2004 ; Sandal et Yilmaz, 2011)
et il induit la formation d’espéces réactives de I’oxygene, générant un stress oxydatif
dans différents tissus (Verma et al., 2007 ; Mehta et al., 2009 ; Lukaszewicz-
Hussain, 2010 ; Demir et al., 2011 ; Foxenberg et al., 2011).

Les organismes aquatiques se révélent particulierement sensibles a I’action du
chlorpyrifos. De nombreux travaux ont montré la toxicité de cet insecticide vis-a-vis
du zooplancton dulgaquicole, (Hurlbert et al., 1972 ; Papst et Boyer, 1980 ; Brock
et al., 1992) ,avec dans la plupart des cas une augmentation de la population
phytoplanctonique : ces effets engendrent donc une modification de la structure des

communautés. La toxicité du chlorpyrifos a également été rapportée pour des poissons
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tels que Aphaniusfasciatus (Boumaiza et al., 1979), Tilapia Guineensis (Chinah et
al., 2004),0reochomisniloticus (Gul, 2005 ; Orug, 2010), avec une perturbation du
métabolisme de différents organes montrée chez Heteropneustesfossilis (Tripathi et
Shasmal, 2011). En outre, dans un travail récent, Orug (2010) met en évidence, que
le chlorpyrifos, outre un stress oxydatif, agit comme un perturbateur endocrinien chez

Oreochomisniloticus et tératogene chez Xen Opuslaevis (Bonfanti et al., 2004).
I-5- Exposition aux métaux lourds
I-5-1- Rappels généraux sur les métaux lourds

A la différence de la plupart des contaminants organiques, Les métaux lourds
sont définis comme étant les éléments métalliques ayant une densité supérieure a 5
g/cm3 : cadmium, mercure, plomb, cuivre, nickel, zinc, cobalt, manganese, chrome...
Ceux-ci sont présents le plus souvent dans I'environnement sous forme de traces. Ces
éléments sont présents naturellement dans la crodte terrestre et dans tout organisme
vivant, a des concentrations variables suivant les milieux et les organismes.

Dans la crolte terrestre, les métaux lourds sont présents sous forme de
minerai, d’ou ils peuvent étre mobilisés par des phénomenes naturels comme I’érosion
ou les éruptions volcaniques, mais également par des activités anthropiques. Ces
dernieres, sont dues aux rejets physiques liés aux activités métallurgiques et minieres
et aux rejets de produits en fin de vie tels que les piles et batteries. Les émissions
atmosphériques constituent également une source importante de pollution par les
métaux lourds. Alors que de nombreuses molécules organiques peuvent étre
dégradées, les métaux lourds ne le peuvent pas et leur concentration augmente
régulierement dans les sols et les eaux.

L’exposition excessive aux métaux lourds peut conduire & des effets trés
néfastes sur la santé humaine. Or les produits végétaux sont a la base de la chaine
alimentaire donc ils contribuent a I'imprégnation de I’homme par ces métaux lourds
(Zorrig W, 2010).
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I-5-2- Exposition

Les hommes sont exposés par inhalation des polluants aériens, la
consommation d’eau contaminée, I’exposition a des sols contaminés de déchets
industriels.

Les métaux peuvent étre absorbés sous la forme inorganique ou sous la forme
organique. Pour certains éléments, comme l'arsenic et le cuivre, la forme inorganique
est la plus toxique. Pour d'autres, comme Hg, Sn et Pb, les formes organiques sont les
plus toxiques. La quantité de métaux absorbée par un homme influe directement sur
sa santé. Elle peut présenter une toxicité aigué (pic de pollution dans I'air ou I'eau), ou
une toxicité due a un effet cumulatif (par une exposition continue au milieu pollué ou
parce que I'homme est en bout de chaine alimentaire). Les métaux lourds s'accumulent
dans les organismes vivants et perturbent les équilibres et mécanismes biologiques,
provoquant des effets toxiques. lls peuvent affecter le systeme nerveux, les fonctions

rénales, hépatiques, respiratoires, ...ect (Ramade, 1979).

I-5-3- Effets sur la santé

En fait, le risque sur la santé humaine est d’abord associé aux propriétés des
métaux lourds a polluer les eaux, I’atmosphere, les aliments et les sols. Et dépendent
également de I’état chimique de leur forme chimique, de leur concentration, du
contexte environnemental, de la possibilité de passage dans la chaine du vivant.
Quelques métaux lourds, comme Zn, Cu, Mn et Fe, sont indispensables a la
croissance et au bien-étre des organismes vivants. On peut néanmoins s'attendre a ce
qu'ils aient des effets toxiques quand les organismes sont exposés a des niveaux de
concentration supérieurs a ceux qu'ils requiérent normalement. D'autres éléments,
comme Pb, Hg et Cd, ne sont pas indispensables aux activités métaboliques et
manifestent des propriétés toxiques.

Les effets toxicologiques en matiére de santé publique pour le cadmium, le
mercure et le plomb ont été largement mis en évidence par des travaux antérieurs. En
effet, la toxicité du plomb vis-a-vis du systéme nerveux et des reins a été soulignée en
1999 (Roony et al., 1999).Le saturnisme a été la premiere maladie professionnelle
reconnue(Derache, 1989). La toxicité du cadmium résulte principalement de
I’inhibition des enzymes thiols ainsi que de son affinité pour les hydroxyles et les

carboxyles.
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Il est également I’agent étiologique de la maladie qui se manifeste par des
troubles osseux et lI'augmentation du taux de phosphatase alcaline (Nomiyama,
1973 ; Purves, 1977). L’exposition chronique a de faibles doses en cadmium
provoque des dommages aux tubules rénaux, suivis de protéinurie, lésions
pulmonaires, hypertension artérielle (Bertouille, 1978). La transformation du mercure
en un dérivé alkylé, le méthyl mercure, a été a I’origine de la catastrophe écologique
de la baie de Minamata (Ui et Kitamura, 1971); la contamination par le mercure
peut causer des pharyngites, des gastroentérites, des néphrites, des troubles de la
circulation ou des dépbts au niveau des neurones.

La toxicité du nickel se manifeste plutot lorsqu’il est administré par injection
ou lorsqu’il est inhalé. Le carbonyle du nickel est le seul composé reconnu pour étre
systématiquement toxique vis a vis de I’homme. De nombreux cas d’empoisonnement
par ce produit ayant été répertoriés chez les ouvriers de I’industrie du nickel. Les
principales lésions sont une hémorragie et un cedéme pulmonaire ainsi qu’une
hémorragie cérébrale.

Le carbonyle de nickel d’autre part est reconnu comme étant un élément
carcinogene touchant principalement les voies respiratoires (poumons, cavité nasale).
Les normes européennes pour le nickel dans I’eau de consommation est fixée a 0,05
mg/L selon la directive du conseil des communautés européennes du 16 juin 1975
(Belabed, 2010).

I-5-4- Devenir des métaux lourds dans I’environnement
1.5.4.a. Contamination des sols

Tous les sols contiennent naturellement des éléments traces métalliques.
On parle de contamination d'un sol lorsque sa teneur en élément trace est supérieure a
la concentration naturelle, mais sans influence sur la qualité du sol. La concentration
naturelle de I'élément trace dans le sol résulte de son évolution a partir de la roche
initiale. On parle de pollution des sols par un élément trace lorsque I'élément trace est
présent & une dose constituant une menace pour l'activité biologique ou les fonctions
du sol. Les contaminations diffuses, qui affectent les niveaux superficiels des sols,
résultent de phénomenes naturels tels que les retombées atmosphériques d’aérosols
d’origine volcanique, ou d’actions anthropiques intentionnelles ou non : poussieres et
dépots atmosphériques, fertilisants minéraux (cuivre contenu dans les phosphates),
pesticides, lisiers et fumiers, boues de stations d'épuration, activités minieres, déchets
industriels (batiments) ou urbains, transports... etc (Schuhmacher, 1995).
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1.5.4.b. Contamination de I'air

Les métaux lourds se dispersent dans les hautes couches de I'atmosphere et
retombent ailleurs, aprés un transport sur de trés longues distances. On estime qu'une
particule de mercure dans I'atmosphére reste un an dans celui-ci, avant de retomber.
Les métaux lourds dans l'air peuvent se trouver principalement sous deux formes :

> Soit sous forme gazeuse pour certains composés métalliques volatiles ou dont
la pression de vapeur saturante est élevée ;
> Soit sous forme de composés métalliques solides, déposés sur les trés fines
particules ou poussieres formées lors des phénomeénes de combustion.
Les principales sources de métaux dans I’air sont des sources fixes.
Les métaux lourds sont transportés par des particules atmosphériques provenant de
combustions a haute température, de fusions métallurgiques, véhicules. Les effets
biologiques, physiques et chimiques de ces particules sont fonction de la taille des
particules, de leur concentration et de leur composition, le parametre le plus effectif
sur I’environnement étant la taille de ces particules.

Dans I’air ambiant, on trouve de nombreux éléments, comme le plomb, le
cadmium, le zinc, le cuivre, etc., dont la concentration est d’autant plus élevée que les
particules sont fines (Veeresh, 2003).
1.5.4.c. Contamination de I’eau

Les métaux présents dans I’eau peuvent exister sous forme de complexes, de
particules ou en solutions.

Les principaux processus qui gouvernent la distribution et la répartition des
métaux lourds sont la dilution, la dispersion, la sédimentation et
I'adsorption/désorption.

Certains processus chimiques peuvent néanmoins intervenir également. C'est
ainsi que la spéciation selon les diverses formes solubles est régie par les constantes
d'instabilité des différents complexes, et par les propriétés physico-chimiques de I'eau
(pH, ions dissous, et température).

Les métaux lourds subissent de nombreuses transformations : réduction par
processus biochimique, méthylation, déméthylation et oxydation d'especes de métaux
isolées.

Des réactions redox peuvent aussi faciliter certaines transformations. Les
processus biochimiques sont effectués par des micro-organismes et par des algues
(Gaujous, 1993)
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Les principales sources de contamination de l'eau sont les suivantes :
e Les eaux usées domestiques et industrielles
e La production agricole
e Les polluants atmosphériques
e Lesanciennes décharges

I-5-5-Normes et réglementation

Les normes sont des valeurs limites fixées par la loi et établies en vertu de
compromis entre demandes concurrentes. L'établissement de normes des métaux
lourds présente un intérét particulier.

Ceci s'explique par le fait que leurs effets sur I'homme et I'environnement ne
cessent d’étre mis en lumiere, voire prouvés pour certains.

Pour ce qui concerne la qualité des eaux, il existe deux types de normes : les
normes de qualité des eaux, qui définissent les caractéristiques que doit présenter une
masse d'eau selon son utilisation principale, et les normes concernant les effluents, qui
fixent les charges polluantes limites qui peuvent étre rejetées ponctuellement dans les
eaux réceptrices (WHO. 2004).

Tableau 01 : Normes des métaux lourds (WHO. 2004)

Composé toxique Concentration Maximum Rejets industriels
Mercure 1 pg/l -
Argent 10 pg/l -
Plomb 50 pg/l 0.5 mg/l si rejet > 5 g/j
Nickel 50 pg/l 0.5 mg/l si rejet > 5 g/j
Cuivre 50 pg/l 0.5 mg/l si rejet > 5 g/j
Zinc 5 mg/I 2 mg/l si rejet > 20 g/j
Arsenic 50 pg/l -
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I-6-Définition du Nickel

Le nickel est un métal lourd, blanc argenté et l'un des micronutriments
essentiels pour la croissance et le développement des plantes et il est également un
oligo-élément essentiel pour I’organisme, dont les carences sont graves. La dose
quotidienne de nickel ingéré se situe idéalement entre 100 et 300 ug/jour, mais peut
varier de 100 a 800 pg selon les habitudes alimentaires. C’est un allergene puissant,

ubiquitaire et un carcinogene prouvé (Stoltz et al., 2003).
I-6-1- Propriétés physiques

Le nickel peut se présenter sous la forme massive d'un métal blanc-bleuatre,
brillant, malléable et ductile ou sous la forme d'une poudre grise. C'est un bon
conducteur électrique et thermique, doué de propriétés magnétiques. Il posséde aussi
la propriété de fixer les gaz et notamment I'nydrogene (Robert, 1988).

I-6-2-Propriétés chimiques

A température ordinaire, le nickel n'est pratiquement pas attaqué par
I’oxygeéne ; & chaud, il se recouvre d'une pellicule de monoxyde de nickel, seul
produit de la réaction entre 300 et 700°C. Le nickel en poudre obtenu par réduction de
l'oxyde par I'nydrogene entre 250 et 350°C est pyrophorique ; le produit obtenu a
450°C s'oxyde a l'air al 50°C avec explosion. A froid et en absence d'humidité, le
métal résiste bien aux halogenes ; en présence d'eau, il est attaqué en surface avec
formation d’halogénures ; a chaud, les halogénes réagissent sans incandescence. Dans
un courant d'oxyde de carbone, le nickel se volatilise entre 45 et 70°C pour donner du
nickel carbonyle, réaction utilisée pour 1"affinage du métal (Bonnard et al, 2009).
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Tableau 02: Propriétés physiques et chimiques du nickel (Cotton et
Wilkinson, 1988).

Symbolechimique Ni
Numéro atomique 28
Masseatomique 58,71
Structurecristalline Cubiqueafacecentrée (a=0,352 nm)
Densité(a20°C) 8,902 g/cm3
Températuredefusion 1452°C
Températured®ébullition 2732°C
Résistivitéélectriquea20°C 6,9 pohm.cm
Conductibilitéthermiquea0-100°C 90,9 W/ (m.K)
Configurationélectronique [2, 8,8] 3d84s2
Isotopes 56 466

1-6-3- Utilisations

Le nickel est utilisé dans la production d'aciers inoxydables et d'aciers spéciaux.
Les autres formes d'utilisation sont les traitements de surfaces (10%), les batteries

nickel cadmium et les catalyseurs nickel-aluminium (Caplat, 2001).

Ainsi, le nickel est utilisé pour la fabrication de plus de 300000 produits
repartis entre les secteurs industriels, militaires, des transports, de la marine, de

I’architecture et des produits destinés au public (Caplat, 2001).

Selon Chiffoleau (2001) le principal secteur d’utilisation du nickel correspond
aux aciers inoxydables (62%). Il entre également dans la composition de nombreux
alliages en raison de ses caractéristiques de dureté et de résistance a la corrosion
(12%).
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I-6-4-Sources d’exposition

Le nickel est une substance que l'on retrouve dans le milieu naturel,
essentiellement dans les minerais sulfurés extraits des sous-sols et dans les minéraux
silicates se trouvant en surface. Dans I'environnement, le nickel est surtout combiné &
l'oxygéne (oxydes) et au soufre (sulfures). La crodte terrestre contient environ 0,009
% de nickel. De plus, le nickel est présent dans l'air, dans les particules en suspension,
apres avoir été rejeté par des activités humaines ou des phénoménes naturels, comme
les éruptions volcaniques, les incendies de foréts et les météorites provenant de la

haute atmosphere (Brun, 1979; Echevarria et al., 2006).

La présence de nickel dans la nourriture est due a deux facteurs principaux :
I’absorption par les plantes et la contamination secondaire des aliments par
I’utilisation d’ustensiles en acier inoxydable, pour leur préparation, cuisson,
conservation, transformation et ce d’autant plus que ces derniers sont plus acides
(Schollhammer et al., 1994).

1-6-5-Mécanisme d"action du Nickel

Une fois entré dans la cellule, les effets du nickel dépendent de sa solubilisation

2+
et des doses présentes d’ions Ni (Hansen et Stern, 1984).La capacité de captage

par les cellules est directement corrélée a la capacité des dérives du nickel a élever
les taux intracellulaires. Les structures cristallines de NiS sont accumulées dans les
vacuoles cytoplasmiques en périphérie du noyau ou il se produit une acidification
progressive avec dissolution puis relargage de Ni** & la périphérie du noyau ou ont
lieu des interactions préférentielles avec les régions hétéros chromatiques, Il se
forme alors des complexes ADN- protéines et des cassures de brins (Snow et
costa,1998).

Une autre interaction est I’inhibition de la transcription des genes suppresseurs de
tumeurs consécutive a la méthylation de I’ADN et aux modifications structurales de
la chromatine (Lee et al., 1995).
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Figure 03 : Mécanisme de phagocytose sélective et de dissolution plasmatique des

2+
ions Ni au noyau et réactifs lors de leur entrée dans le noyau (Snow et Costa,1998)
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I-6-6-Toxicité du Nickel
1.6.6.a. Toxicité aigué

L'intoxication aigué accidentelle par voie orale provoque essentiellement des
troubles digestifs (nausées, vomissements, diarrhée, douleurs abdominales), des
céphalées et une asthénie associée parfois a une bradycardie et a une légere
hypothermie, ces signes cédent souvent assez rapidement mais dans certains cas
peuvent persister quelques jours.

Aprés linhalation d'une concentration estimée & plusieurs centaines de mg/m®
pendant une heure et demie, un salarié a présenté une détresse respiratoire sévere qui
s'est avérée mortelle au bout de 13 jours. Plusieurs intoxications anciennes liées a
l'inhalation de poussieres de nickel sont rapportées, dont certaines mortelles.
L'absorption cutanée est faible et aucun effet général n'est noté par cette voie, les
contacts oculaires n'induisent pas de lésions notables en dehors d'un effet mécanique
habituel aux poussieres, le nickel et ses oxydes ne sont pas irritants pour la peau saine
(Bonnard et al, 2009).

1.6.6.b.Toxicité chronique

Le nickel est connu depuis longtemps comme I'allergéne le plus courant pour la
peau. Une étude de 1979 indique que la prévalence de la sensibilisation au nickel dans

la population générale est élevée, 9% chez la femme et 1% environ chez I'homme.

La sensibilisation est le plus souvent due au contact journalier avec des objets usuels
(bijoux, boutons, piéces de monnaie, ustensiles divers...). 20% des allergies seraient
liées a la seule exposition professionnelle. 40 & 50% des personnes sensibilisées au
nickel développent, par contact répété avec le métal et ses composés, des dermatoses
eczématiformes récidivantes (Cavelier et Foussereau, 1996).

L'inhalation de sels de nickel a provoqué des cas d'asthme, associés ou non a
des rhinites et des urticaires, ces pathologies surviennent parfois chez des sujets
présentant un eczéma. Les expositions au nickel ou ses oxydes sont rarement en cause
; on retrouve ces réactions dans le traitement de surface par nickelage électrolytique.
Les crises, pouvant apparaitre dans les minutes qui suivent I'exposition ou bien aprés
plusieurs heures, n'ont pas de caractéristiques particulieres, dans certaines opérations
il faut noter I'exposition a d'autres allergénes respiratoires comme le chrome ou le

cobalt. Les effets chroniques respiratoires du nickel ont été largement étudiés,
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certaines études indiquent un exces de bronchites chroniques ou de perturbations des
fonctions respiratoires (Dupas, 2008).
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II- Matériel et méthodes

11-1- Matériel

11-1-1- Matériel biologique

Matériel et Méthodes

Pour notre expérimentation, nous avons choisi de travailler sur les lapins

males de I’espece (Oryctolagus cuniculus)

Revue bibliographique sur le modele biologique

++ Classification du lapin

Le nom scientifique du lapin européen, Oryctolagus cuniculus, a été donné par

Linnéen 1758. Ce petit mammifére placentaire fait partie de la sous- famille des

Léporinés, qui comprend aussi les lievres, et de la famille des Léporidés incluse dans

I’ordre des lagomorphes, comme les pikas.

Tableau 03 : Classification du lapin domestique (animaux.org/lapin-domestique).

Régne Animalia
Phylum Chordata
Sous- phylum Vertebrata
Super-classe Gnathostomata
Super-Classe Tetrapoda

Classe Mammalia Linnaeus, 1758
Sous-Classe Theria
Infra-classe Eutheria

Ordre Lagomorpha

Famille Leporidae

Genre Oryctolagus

Espece Oryctolagus cuniculus (Linnaeus, 1758)
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o,

+ ROle du lapin dans la recherche scientifique

Depuis la fin des années 1930, le lapin est souvent utilisé pour les tests de la
toxicité et de la sécurité en recherche et dans I’industrie pharmaceutique, pour
plusieurs raisons. Le lapin est un animal robuste avec une période de gestation courte.
Comme il a été déja mentionné, sa petite taille rend son élevage possible dans un
espace restreint et minimise la quantité de réactif a tester mais en méme temps il est
assez grand pour pouvoir visualiser les premieres irritations et observer les feetus. Le
lapin est hypersensible aux agents tératogénes et sa réponse a ces agents est tres
semblable a celle de I’homme contrairement a la souris (Henck et al., 1994).

Le lapin a aussi été tres utilisé pour étudier la physiopathologie et
I’immunologie d’un grand nombre des maladies infectieuses d’origine virale
[encéphalites provoquées par le virus Herpés Simplex (VHS) (Weissenbock et al.,
1997) ; virus de I'immunodéficience humaine (VIH) avec des lapins transgéniques
exprimant la protéine CD4 humaine (Speck et al., 1999), bactériologique [pour isoler
des bactéries ne se multipliant pas sur milieu artificiel et tester les doses
d’antibiotiques nécessaires, comme pour Treponema pallidum, responsable de la
syphilis, ainsi que pour différents modeles d’infection du tractus digestif] ou
mycosique (Fox, 1994).

11-1-2- Produits chimique

Dans ce travail nous avons utilisé deux molécules le nickel comme métal lourd et

le chlorpyrifos comme pesticide

> Le chlorure de nickel est nommé aussi dichlorure de nickel est un sel de nickel
solide poudreux ou en cristaux, vert, inodore, la forme hexa hydratée (NiCI2 -
6H20) celle qui est utilisee dans notre étude (le NiCI2 est dilué dans I’eau
sous forme solvant)

» Le chlorpyriphos-éthyl (CAS no 2921-88-2) a été utilisé sous sa formulation
commerciale Dursban 4® (480 g/L) (Dow AgroSciences)
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11-2- Méthode
11-2-1- Description et élevage

Afin de réaliser notre expérience, nous avons manipulé sur 35 lapins de
I’espéce Oryctolagus cuniculus. Tous les lapins étaient des méles pesants entre 1.5Kg
et 1.8Kg et possedent une fourrure douce de couleur brun rousse, noire, blanc et gris.
Ils ont logé individuellement dans des cages en métal. Ces lapins ont été divisés on 6
lots de 5 individus et nous avons gardé 5 lapins comme témoin. Les traitements n’ont
commencé qu’apres 15 jours de la date d’achat afin de permettre I’adaptation des
lapins a leur nouvel environnement. L’alimentation des lapins était & base des salades

et grande Mauve (Malva sylvestris) avec I’eau de robinet.
11-2-2- Lotissement et traitement
11-2-2-1- Lotissement : les 35 lapins ont été divises en 07 lots de 05 lapin chacun :

« Lots n°1 : contient O5lapins comme témoins ne subit aucun traitement

« Lots n°2 : contient 05 lapins traités par NiCI2 en raison de 250ppm par voie orale
pendant 90jours

« Lots n°03: contient 05 lapins traités par NiCI2 en raison de 500ppm par voie
orale pendant 90jours

+« Lots n°04 : contient 05 lapins traités par CPF en raison de 375ppm par voie orale
pendant 90jours

+« Lots n°05 : contient 05 lapins traités par CPF en raison de 750ppm par voie orale
pendant 90jours

% Lots n°06: contient 05 lapins traités par NiCI2/CPF en raison de 250ppm/
375ppm par voie orale pendant 90jours

s Lots n°07: contient 05 lapins traités par NICI2/CPF en raison de
500ppm/750ppm par voie orale pendant 90jours

11-2-3- Sacrifices et prélevements d’organes
11-2-3-1- Prélévement sanguin

Apres 90 jours de traitement les 7 lots ont été sacrifies le sang est
immédiatement recueilli dans des tubes secs, ce dernier est centrifugé a 3000
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tours/min pendant 10 minutes, le sérum obtenus ont été stockés au congélateur a —

20°C jusqu’a I’analyse.
11-2-3-2- Prélévement des organes

Apres le sacrifice des animaux, le foie et le cerveau ont été rapidement
prélevés et rincés dans une solution de chlorure de sodium (NaCl) a 0.9% puis pesé et
conservé pour les dosages des différents paramétres.

11-2-4- Méthode de dosage des parametres biochimiques sanguin
11-2-4-1- Urée

Le dosage est réalisé sur le sérum par la méthode colorimétrique utilisant

I’uréase selon la fiche technique Spinréact.

L’uréase hydrolyse I’'urée en ammoniaque (NH*") et le dioxyde de carbone
(CO,). Les ions NH*" réagissent avec le salicylate et I’hypochlorite (NaClO), en
présence de nitroprusside pour former I’indophénol de couleur verte (Kaplan, 1984),

selon les réactions
Uréase

Urée +HoQuu— (N H4+)2 +CO,

Nitroprusside
NH* + Salicylate +NaOC| ey  Indophénol
Dans un tube sec 10ul d’échantillon sont additionnés & 1ml de réactif 1 [
uréase 30000 U/L dissoute dans un tampon phosphate pH=6.7 : 50mmol/l contenant
(EDTA : 2mmol/l, salicylate de sodium : 400mmol/Il, nitroprusside de sodium :
10mmol/I)] , agitation, incubation a 37°C pendant 5 minutes , ensuite 1ml de réactif 2
(hypochlorite de sodium : 140mmol/l,hydroxyde de sodium : 150 mmol/l) est ajouté
au mélange, , agitation, incubation a 37°C pendant 5 minutes, lecture contre un blanc

réactif a 580 nm avec utilisation d’un étalon.

(A) Echantillon
[Urée](mg/dl)= x 50 (concentration de I’étalon)

(A) Etalon
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11-2-4-2- Créatinine

Ce dosage est basé sur la réaction de la créatinine avec I’acide picrique en milieu
alcalin (NaOH) pour donner un composé coloré en jean selon la réaction de Jaffé
(Murray, 1984) et la fiche technique Spinreact

100 pl d’échantillon (sérum) sont ajoutés a 1ml de réactif de travail [V/V : R1
: 17.5 mmol/l d’acide picrique + R2 :0.29 mmol/l d’hydroxyde de sodium], agitation,
lecture de I’absorbance (Al) aprés 30 secondes et aprés 90 secondes (A2), a une
longueur d’onde 492 nm. AA = A2 - Al

AA échantillon

[Créatinine] (mg/dl) = x 2 (concentration de 1’étalon)
AA étalon

11-2-4-3-Bilirubine Totale et Directe

La bilirubine réagit avec I’acide sulfaniliquediazoté a pH acide pour produire

I’azobilirubine.

Cette réaction est instantanée avec la bilirubine directe (la bilirubine
conjuguée), par contre avec la bilirubine totale (bilirubine non conjuguée) elle est
indirecte nécessite la solubilisation par le diméthylsulfoxide (DMSO). (En absence de
DMSO, seule la bilirubine directe réagit). L’intensité de la coloration est
proportionnelle & la concentration de la bilirubine dans I’échantillon (Malloy et al.,
1937 ; Kaplan et al., 1984 ), selon la fiche technique Spinreact.

R1(BD) : 30mmol/l d’acide sulfanilique + 150 mmol/l d’acide hydrochlorique. R2
(BT) : 30mmol/l d’acide sulfanilique + 150 mmol/l d’acide hydrochlorique + 7mmol/I
DMSO. R3: 29 mmol/l de nitrite de sodium.

Pour les deux dosages la réaction se fait en présence d’un blanc échantillon
contenant le réactif de travail (R1 ouR2) avec 100 ul d’échantillon. Alors que le tube
essai contient en plus de réactif 1ou 2 et échantillon (serum) le R3 (50pl). Agitation,
incubation pendant 05min a Température ambiante, lecture a une longueur d’ondeA=
555nm.
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(A) échantillon — (A) blanc échantillon

[Bilirubine](mg/dl) = X [étalon]
(A) étalon — (A) blanc étalon

Facteur de conversion : mg/dl x 17.1 = pmol/L
11-2-4-4- Aspartate aminotransférase (AST)

Méthode cinétique de dosage des transaminases sériques selon la fiche
technique Spinreact. L’aspartate aminotransférase (AST) appelée aussi Transaminase
glutamate oxaloacétate (TGO)catalyse le transfert réversible d'un groupe aminé a
partir de l'aspartate au a-cétoglutarate formant le glutamate et l'oxaloacétate.
L'oxaloacétate est réduit au malate par la malate déshydrogénase (MDH) et le NADH,
H* (Murray, 1984):

AST
Aspartate + a—cétoglutarate =~ =———————itamate + oxaloacétate

MDH
Oxaloacétate + NADH +H* Malate +NAD*

Dans un tube sec 100ul d’échantillon (sérum) sont additionnés a 1ml de réactif
de travail [R2 (NADH : 0.18mmol/lactatedéshydrogénase :800 U/L, Malate
déshydrogénase(MDH) : 600 U/L, o cétoglutarate : 12mmol/l) dissout dans le tampon
; R1(TRIS pH7.8 : 80 mmol/l, L- Aspartate : 200 mmol/l)], agitation, incubation
pendant 01 minutes. Lecture de I’absorbance (A) a A=340 nm chaque minute pendant

03 minutes
AA/min X 1750 = U/L de TGO
11-2-4-5-Alanine aminotransférase (ALT)

Méthode cinétique de dosage des transaminases sériques selon la fiche
technique Spinreact.Alanine aminotransférase (ALT) ou Glutamate pyruvate
transaminases (TGP) catalyse le transfert réversible de groupement aminé de I’alanine
a I’'a- cétoglutarate formant le glutamate et pyruvate. Ce dernier est réduit en lactate
par I’enzyme lactate déshydrogénase. (LDH) et le NADH selon les réactions
(Murray, 1984) :
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ALT
a—cétoglutarate + L- alanine » glutamate + pyruvat

LDH
Pyruvate + NADH+H= » L — lactate +NAD"

Dans un tube sec 100ul d’échantillon (sérum) sont additionnés a 1ml de réactif
de travail [R2 (NADH :0.18mmol/l,Lactatedeshydrogénase :1200 U/L, «
cétoglutarate: 15 mmol/l) dissout dans le tampon ; R1(TRIS pH7.8 : 80 mmol/l, L-
Alanine: 500 mmol/l)], agitation, incubation pendant 01 minutes. Lecture de

I’absorbance (A) & A=340 nm chaque minute pendant 03 minute
AA/min X 1750 = U/L de TGP
11-2-4-6- Phosphatase alcaline

La phosphatase alcaline (PAL) catalyse I’hydrolyse de p-nitrophenyl
phosphate a pH 10.4, en libérant p-nitrophenol et le phosphate (Wenger et al, 1984),

selon la réaction

PAL
p-nitrophenyl phosphate +Hy0 ey P-NItrophenol + phosphate

La formation de p-nitrophénol est mesurée photométriquement, ou elle est
proportionnelle a I’activité catalytique de la phosphatase alcaline dans le sérum selon

la fiche technique Spinreact

Dans un tube sec 20ul d’échantillon (sérum) sont additionnés a 1.2 ml de
réactif de travail [R2 (a Nitrophénylphosphate : 10 mmol/l), dissout dans le tampon ;
R1 (Diethanolamine pH10.4 : 1 mmol/l, Chloride se magnésium :0.5 mmol/l}],
agitation, incubation pendant 01 minutes. Lecture de I’absorbance (A) a A=405 nm
chaque minute pendant 03 minutes.

AA/min X 3300 = U/L de ALP
11-2-4-7-Extraction et dosage des métabolites

Apres la dissection, I’extraction (Figure 4) des différents métabolites
(protéines totales, glucides totaux et lipides totaux) a été réalisée selon le procédé de
Schibko et al. (1976) sur un fragment (100 mg) de foie prélevé et conservé dans 1mi

d’acide trichloroacétique (TCA) a 20 %. Tous les dosages ont été effectués sur des
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fractions aliquotes de 100 pL. Tous les dosages sont exprimés en pg/mg de tissu
analyse.

La teneur en protéines totales de foie a été quantifiée selon la méthode de
Bradford (1976) qui utilise le bleu brillant de Coomassie (G250) comme réactif et
I’albumine de sérum de bceuf comme standard. La lecture des absorbances est réalisée
a une longueur d’onde de 595 nm.

Le dosage des glucides totaux de foie est réalisé selon Duchateau &Florkin
(1959). Cette methode utilise I’anthrone comme réactif et une solution mere de
glucose (1g/L) comme standard. La lecture des absorbances est réalisée a 620 nm.

Le dosage des lipides de foie est effectué selon la méthode de Goldsworthy et
al. (1972) utilisant la vanilline comme réactif et une solution mere de lipides comme
standard. Les absorbances sont obtenues, apres 30 mn d’obscurité, a une longueur
d’onde de 530 nm.

Tous les dosages ont été effectués sur des fractions aliquotes de 100 pl et les taux des
différents métabolites de foie ont été quantifiés grace aux équations des droites de

régression determinées a partir des courbes de références.
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Tissu+ 1 ml
(TCA 20 %)

Brovage
(Mécanique = ultrasons)

Centrifugation
(5000 tours/min, 10 min)

Surnageant | Culot [+ 1 ml
D*éther/chloroforme (1V/1V)

Centrifugation
(5000 rours/min, 10 min)

Surnageant 11 Culot I1+1ml NaOH
(0,1 N) 24 heures

Dosage des
glucides

Duchateau & Florkin (1959) Goldsworthy etal., (1972) Bradford (1976)

Figure 04 : Extraction des glucides. Lipides et protéines selon Shibko et al. (1976).
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11-2-4-8-Dosage de Malondialdéhyde (MDA)

Le malondialdéhyde (MDA), produit terminale de la peroxydation des lipides
et dont la teneur est en relation étroite avec les dégradations de la membrane
cellulaire, permet de montrer I’effet d’une pénétration d’un xénobiotique dans
I’organisme. Ce paramétre constitue un indicateur précoce d’une agression toxique et
par conséquent il peut étre utilisé comme biomarqueur du stress oxydant (Funes et
al., 2006 ; Ladhar-Chaabouni et al. 2007).

a- Principe :

Le malondialdéhyde (MDA) est dosé selon la méthode de Draper & Hadley
(1990) basée sur la mesure colorimétrique de la réaction entre I’acide thiobarbiturique
(TBA) et le malondialdehyde (MDA) donnant un produit rouge brun dont I’intensité
de la coloration est mesurée a une longueur d’onde de 530 nm.

b- Mode opératoire :
Le protocole expérimental est le suivant :

e Prélever 375ul de I’homogénat (surnageant).

e Ajouter 150 pl de la solution TBS (tris 50mM, NaCl150mM pH7.4).

e Ajouter 375 pl de la solution TCA-BHT (TCA 20%, BHT 1%)

e Vortexer et centrifuger a 1000 tour/min pendant 10min.

e Prélever 400 pl du surnageant.

e Ajouter 80 ul du HCL 0.6 M.

e Ajouter 320 pl de la solution tris-TBA (tris 26mM, TBA120mM).

e Meélanger et incuber au bain marie a une température de 80°C pendant 10

minutes

c- Calcul de la concentration de MDA
L’absorbance est directement proportionnelle a la quantité de MDA formée donnant
ainsi une évaluation précise de lipides peroxydés.

La concentration de MDA est calculée selon la loi de Beer-Lambert (DO =E.C.L) :
DO. 10°

DO . 10°

[C] (umol/mg protéine) =
e.L.X.Fd

C : Concentration en nmoles/mg de protéines ; DO : Densité optique lue a530nm
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E : Coefficient d’extinction molaire du MDA =1.56 105M—1cm—1

L : Longueur du trajet optique=0.779 cm

X : Concentration de I’extrait en protéines (mg/ml)
Fd : Facteur de dilution : Fd = 0.2083

11-2-4-9- Mesure du Glutathion (GSH et GSSG)

a- Principe

Le dosage du glutathion est réalisé selon le procédé de Weckbeker et Cory

(1988). Le principe de ce dosage repose sur la mesure de I’absorbance de I’acide 2-

nitro-5-mercapturique. Ce dernier résulte de la réduction de I’acide5,5 -dithio-bis-2-

nitrobenzoique (réactif d’Elleman) par les groupements (-SH) du glutathion. Une fois

préparé, I'homogénat doit subir une déprotéinisation (par I’acide sulfosalycilique

0.25%) afin de protéger les groupements-SH du glutathion.

b- Mode opératoire

Les échantillons (200mg de tissu) sont mis individuellement en présence de 8
ml de solution d’EDTA (Acide Ethylene Diamine Tétra Acétique) a0.2M. Le
mélange mis dans des glacons est broyé a I’aide d’un pilon en porcelaine.

Une fois prépare, I’ homogeénat est déprotéinisé ; 0.8 ml de ce dernier auquel
on ajoute 0.2ml d’une solution d’acide sulfosalycilique (SSA) a 0.25%.

Agiter le mélange et laisser pendant 15 min dans un bain de glace.

Centrifugé pendant 5min a1000 t/min.

Prélever 0.5 ml du surnagent.

Ajouter 1 ml de tampon tris-HCL+EDTA (0.02M), PH=9.6.

Meélanger et ajouter 0.025 ml de I’acide 5,5 -dithio-bis-2-nitrobenzoique
(DTNB) a 0.01M dissous dans le méthanol absolu.

Laisser pendant 5min a température ambiante.

Mesurer I’absorbance (A) a 412nm
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c-Calcul de la concentration de GSH
La concentration en GSH est obtenue par la formule suivante :

DOX1X1 535
13100 0.8 x0.5 mg de ptoteine

[GSH] =

DO : Densitél optique.

1 : Volume total des solutions utilisées de la déprotéinisation. (0.8 ml homogénat
+0.2ml SSA).

1.525 : Volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du
surnageant (0.5 ml surnageant+1 ml Tris-EDTA+0.025 ml DTNB).

13100 : Coefficient d absorbance (contenant le groupement-SH 8412 nm).

0.8 : Volume de I’homogénat apres déprotéinisation trouvé dans 1 ml.

0.5 : Volume du surnageant trouvé dans un 1.525 ml

11-2-4-10- Dosage de I’activité de Glutathion Peroxydase
a- Principe
L’activité de GSH-Px est mesurée par la technique de Flock et Gunzler
(1984) modifiée utilisant le H,O, comme substrat. La formation de GSH peut étre
détectée indirectement grace a I’ajout de I’acide 5,5- dithio-bis-2-dinitrobenzoique
(DTNB), le groupe sulfhydryl (-SH) du glutathion réagit spontanément avec le DTNB
et forme un composeé jaune, I’acide 5-thio-2- nitrobenzoique (TNB)
La glutathion réductase catalyse la réaction suivante :
GSSG+ NADPH+ H"* 2 GSH + NADP
La formation de GSH peut étre détectée indirectement grace a I’ajout de 5,5- dithio-
bis-2-dinitrobenzoique (DTNB) :
GSH+ DTNB —GS$TNB+ TNB

Le TNB absorbe a 412 nm et permet de quantifier I’activité de glutathion réductase.
Ainsi, pour chaque molécule de GSH formée, il y aura formation d’une molécule de
TNB.
b- Mode opératoire

e L’extraction de I’enzyme : homogénéisation par le tampon phosphate) pH7.8.

e Centrifugation 10 min a 3000t/min.

e Récupération de surnageant (extrait enzymatique).
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e 0.2 ml de surnageant +0.4 ml de GSH (glutathion forme réduite) a0.1 MM
(réaction enzymatique) + 0.2 ml TP a 0.067M (tampon d’extraction pH7.8).
e Préparer un blanc avec 0.4 ml de GSH +0.2 de TP (réaction non enzymatique),
Incubation au bain marie a 25°C pendant 05 min.
e 0.2 mld’H202 (1.3MM) pour initier la réaction.
e Laisser agir 10 min.
e Arréter la réaction par addition de 1 ml de TCA 1%(acide tri chloro-acétique).
e Mettre le mélange dans la glace pendant 30 min.
e Centrifuger durant 10 min a 3000t/min.
e 0.48 ml de surnageant et place dans une cuve+2.2 ml de Na2HPO4 (0.32M)
+0.32 ml de DNTB (IMM).
e Formation d’un composé colore, mesurer la densité optique a 412 nm dans le
05 min.
C- calcule de I’activité de GPx
La détermination (calcule) de I'activité de la GPx se fait de la fagcon suivante :
- Activité de GSH consommée / min / gr de protéine
- Blanc = 0.04 micro mole de GSH réduit : DOb
- Extrait = 0.04 micro mole de GSH réduit : DOe

Donc la concentration de GSH réduit qui sera oxydée (disparue) = DOe -DOb
X= (DOe-DOb) x 0.04

DOb

=quantité de GSH réduite disparue (oxydée).

5
L’activité de la GPx = La quantité de GSH réduit disparue X

La concentration de protéine

11-2-4-11- Dosage de I’activité de Catalase
a- principe :

La catalase est une enzyme qui participe a la défense contre les dérivés
toxiques de I’oxygene en dégradant le peroxyde d’hydrogene (H.O) en eau et en
dioxygene suivant la réaction

2H,0, P o040,
La disparition du peroxyde de I’hydrogene peut étre mesurée en spectrophotométrie
b- Mode opératoire :
L’activit¢ de la catalase (CAT) est mesuré a 240 nm a Iaide d’un

spectrophotometre UV/visible par la variation de la densité optique consécutive a la
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dismutation du peroxyde d’hydrogéne (H O pendant 1 min a un intervalle de 15
seconde,en faisant réagir dans 780 pul (100 mM) de tampon phosphate pH 7.4, 200 pl
d’H; O, (500mM) sur 20 ul de I’homogénat selon (Cakmak et Horst 1991)

C- Calcule de I’activité de la Catalase :

L’activité de la catalase est exprimée en umol de H,O, hydrolysées /min/mg de
protéine

AAVE
&AL LVe P

Activité de Catalase =
& : Coefficient d’extinction linéique molaire en. pM™. cm™
AA : pente de la droite de régression (variation de la densité optique en fonction du
temps).
Vt : Volume total du mélange réactionnel en ml.
Ve : Volume de I’extrait enzymatique en ml.
L : Largeur de la cuve de mesure en cm.
P : Teneur en protéines en mg

T : temps de lecture en min.

11-2-4-12- Dosage de I’activité de Glutathion-S-Transférase
a- Principe :

La mesure de I’activité de glutathion S-Transférase (GST) est déterminée selon la
méthode de Habig et al. (1974), Elle est basée sur la réaction de conjugaison entre la
GST et un substrat, le CDNB (1-Chloro2, 4 di nitrobenzéne) en d’un cofacteur le
glutathion (GST), la conjugaison entraine la formation d’une molécule novelle ; 1-S-
Glutathionyle 2-4Di nitrobenzéne permettant de mesurer I’activité de GST selon la

réaction suivante ;

GST P \
GST ————— 02N —¢ /)~ SG+Cl1+H
\ //
V4

L / =3 T

NO2

NO2

CDNB GS-DNP

Page 38



Matériel et Méthodes

b- Mode opératoire

La valeur de la densité optiqgue mesurée est directement proportionnelle a la
quantité de conjugué formé elle-méme liée a I’intensité de I’activité GST. Les
échantillons sont homogénéisés dans 1 ml de tampon phosphate (0.1M, pH6).
L’homogénat est centrifugé a 14000 t/min pendant 30 min et le surnageant récupéré
servira comme source d’enzymes. Le dosage consiste a faire réagir 200ul du
surnageant avec 1.2 ml du mélange CDNB (1mM), GSH (5mM) [20.26 mg CDNB,
153.65mg GSH, 1 ml éthanol, 100 ml tampon phosphate (0.1M, Ph 6)]. La lecture des
absorbances est effectuée pendant une minute et chaque 15 secondes a une longueur
d’onde de 340 nm contre un blanc contenant 200 pl d’eau distillée remplagant la
quantité de surnageant.

C- Calcule de I’activité de GST
La concentration de la GST est obtenue par la formule suivante :

GST (umol/min/mg de proteing) = 22 cchant/ min - DO blanc/min )

3.6 x mg de protéine

e Do : Densité optique de I’échantillon /min.

e Do/min blanc : Densité optique du blanc /min

e 9.6 : Coefficient d’extinction du GSH-CDNB exprimé en mM. Cm
11-2-4-13- Dosage de I’activité de I’AchE

Dans les jonctions inter-neuronales ou neuro-musculaires, la terminaison nerveuse
libere un médiateur chimique, I’acétylcholine, qui permet la transmission de I’influx
nerveux. Libéré dans I’espace synaptique, ce neurotransmetteur se fixe sur les
récepteurs cholinergiques au niveau de la membrane post-synaptique. L’interaction de
I’acétylcholine avec le récepteur entraine une dépolarisation membranaire a I’origine
du potentiel d’action.

L’acétylcholinestérase est I’enzyme qui dégrade par hydrolyse ce médiateur
chimique afin de stopper rapidement la stimulation du récepteur (Bocquené et al.,
1998).

Les pesticides et les métaux lourds sont les principaux contaminants de

I’environnement qui inhibent I’activité acétylcholinestérase (Reinecke et al., 2007).
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a- Principe
Le dosage de I'activité AChE a été mené selon la méthode d’Ellman et al.
(1961) qui consiste a fournir a I’enzyme (AChE) un substrat artificiel analogue,
I’acétylthiocholine, qui sera hydrolysé en acide acétique et thiocholine. Cette derniére
en présence de DTNB (acide 5’-dithio-bis-2-nitrobenzoique) donne un produit jaune
le TNB (acide 5-thio-2 nitrobenzoique) que I’on dose a une longueur d’onde de 412
nm.

b- Mode opératoire

Les cerveaux sont homogénéisées dans 1ml de solution détergente a l'aide
d'un broyeur ultra-turrax a 12 000 tours/ min pendant une a deux minutes et cing
répétitions sont réalisées. L’homogénat est centrifugé a une vitesse de 5 000 g pendant
5mn. Le surnageant est récupéré pour servir comme source d’enzyme.

Le dosage de I’activité AChE est réalisé sur une fraction aliquote de 100 pl auquel
on ajoute 100 ul de DTNB et 1 ml de tampon Tris (0.1 M, pH 7). Apres 3 a 5 minutes,
et afin d’épuiser la réaction spontanée, 100 ul de substrat acétylthiocholine3 sont
ajoutés. La lecture des absorbances a lieu toutes les 4 mn pendant 20 mn a une
longueur d’onde de 412 nm contre un blanc, ou 100 ul de solution détergente
remplacent la source d’enzyme

c- Calcule de I’activité de I’AchE
L’activité AChE est calculée selon la formule suivante :

_ ADO/min _ Vt

X = 13600 X ﬂ,"mg prot

X: micromoles de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines

A DO : pente de la droite de régression obtenue aprés hydrolyse du substrat
1.36 x 10" : coefficient d’extinction molaire du DTNB (uM™ cm™)

Vh : volume de I’lhomogénat (100 pL)

Vt : volume totale de la cuve (1 300 pL)

mg de prot : quantité de protéines exprimée en mg.
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11-2-5- Etude subcellulaire

11-2-5-1- Isolement des mitochondries du foie
a. Principe

La procédure d'isolement des mitochondries a été effectuée selon la méthode
de Kristal et al. (1996). elle est basé sur préparation d’un homogénat hépatique suivie

d’une centrifugation différentielle

b. Protocole
> Préparer I’homogénat a partir de 500 mg de tissu dans 4 ml de tampon
d’isolement.
> Transférer I’homogénat dans un tube a centrifuger de plusieurs centrifugations
différentielles a 4°C.
> Jeter le surnageant et récupérer le culot qui contient essentiellement les
mitochondries pures.
» Laver les mitochondries deux fois par le tampon de respiration.
> Remettre le culot dans 1 ml de tampon d’isolation.
» Ensuite la lecture spectrophotométrique a la longueur d’onde 540 nm.
11-2-5-2- Estimation de la respiration mitochondriale
a- Principe :
La respiration a été estimée en utilisant un Oxygraph (Hansatech) a I’aide d’une
électrode a oxygene selon la méthode décrite par Rouabhi et al. (2006, 2009).
b. Protocole
Les mesures de consommation d'oxygéne des mitochondries isolées ont été
réalisées par simple addition d'organelles (0,2 mg / ml mitochondries).
I1-2-5-3- Estimation du gonflement des mitochondries
Les mesures du gonflement des mitochondries sont effectuées a 25 ° C avec un
spectrophotometre (Jenway, modeéle UV6300) a la longueur d’ondes A = 540 nm. La
réaction est déclenchée par l'addition de mitochondries (0,2 a 0,5 mg de protéines
pour un volume final de 3 ml).
I1-2-5-4- Estimation de la perméabilité mitochondriale

Selon la méthode de Kristal et al. (1996), nous avons procédé a I’estimation de la

perméabilité mitochondriale basée sur le taux de traverser de Ca™" suivi par une
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augmentation de la taille des mitochondries détectées a la longueur d’onde de 540 nm
durant 2 min et chaque 15 secondes.
I1-2-5-5- Mesure des paramétres mitochondriales

a) Deétermination de GSH

Le dosage du glutathion est réalisé selon la méthode de Weekbeker & Cory
(1988). Le principe de ce dosage repose sur la mesure de I’absorbance optique de
I’acide 2-nitro-5mercapturique qui résulte de la réduction de I’acide 5,5 dithio-bis-2-
nitrobenzoique (DTNB) par les groupements (-SH) du glutathion

b) Détermination de GPx

L’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx) a été mesurée par la
méthode de Flohe et Gunzler (1984). Cette méthode est basée sur la réduction de
peroxyde d’hydrogene (H,O,) en présence de glutathion réduit (GSH), ce dernier est
transformé en (GSSG) sous Iinfluence de la GPx

c) Deétermination de GST

La mesure de I’activité de la glutathion-S- transférase (GST) est déterminée selon
la méthode de Habig et al (1974). Elle est basée sur la réaction de conjugaison entre
la GST et un substrat, le CDNB (1-Chloro2 ,4 di nitrobenzene) en présence d’un
cofacteur le glutathion (GSH), la conjugaison entraine la formation d’une molécule
novelle ; 1-S-Glutathionyl 2-4 Di nitrobenzéne permettant de mesurer I’activité de
GST

d) Détermination de CAT

L’activité de CAT est déterminée selon la méthodespectrophotométrique de
Cakmak et Horst (1991). L’activité de la catalase (CAT) est mesurée a 240 nm a
I’aide d’un spectrophotometre UV/visible par la variation de la densité optique

e) Détermination de MDA

Le MDA détectée par une réaction colorimétrique avec l'acide thiobarbiturique

(TBA). Le MDA est analysé selon la méthode d'Esterbauer et al. (1992).

f) Dosage du cytochrome c oxydase

L activité du cytochrome ¢ oxydase est mesurée selon la méthode de (Wharton et
Tzagoloff, 1967). Le cytochrome c oxydase, enzyme de la membrane interne
mitochondriale assure le transfert d’électrons du ferrocytochrome ¢ aux molécules

d’02. On peut suivre :
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L’activité enzymatique peut étre suivie par la mesure de I’oxydation du
cytochrome C réduit a un longeur d’onde A= 550 nm car seule la forme
réduite absorbe a cette longueur d’onde.

Le cytochrome c réduit est préparé dans du tampon phosphate (K2HPO4
7,5mM/KH2P0O4 7,5 mM pH 7,4) a une concentration finale de 3 mM ;

Une pointe de spatule de sodium dithionite est ajoutée de maniére a réduire le
cytochrome C.

Pour chaque échantillon on ajoute, 950 ul de tampon phosphate et 20 ul de la
fraction a doser sont bien agités et pré-incubés 2 min a 25°C (les
mitochondries éclatent ainsi dans ce milieu tres hypotonique).

L’absorbance est mesurée a un logeur d’onde A= 550 nm.

11-3- Analyses statistique

Les résultats obtenus ont été exprimés par la moyenne de cing répétitions (+

I’écart type), et pour mieux visualiser les résultats obtenus la représentation graphique

choisie est celle des histogrammes a barres en utilisant I’office Excel 2017. L’analyse

statistique a été realisée a I’aide du I’Office Excel version 2017, et le minitab® 17.
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Lotissement
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Figure 05 : Schéma récapitulatif du protocole expérimental
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I11- Résultats
I11-1-Etude physiologique
I11-1-1-Effet sur gain du poids corporel

La figure 06 illustre I’évolution du gain du poids corporel chez les lapins
témoins et traités par le NiCI2 a (250ppm et 500ppm), CPF & (375ppm et 750ppm) et

la mixture.
0.6
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Figure 06 : Variations du gain du poids corporel chez le lot témoin et les lots traités
apres 90 jours de traitement

Nous remarquons une diminution du gain du poids corporel de fagon dose
dépendante chez les lapins traités par le NiCI2 (250ppm et 500ppm) et dose
indépendante pour les autres traitées a différentes concentrations par rapport aux

témoins.
111-1-2-Effet sur le poids relatif du foie

La figure 07 illustre les variations du poids relatif de foie en présence de
NiCI2, CPF et leurs associations
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Figure 07 : Variations de poids relatif de foie chez le lot témoin et les lots traités
apres 90 jours de traitement

Le poids relatif de foie augmente d’une fagcon hautement significative (p <
0.01) chez les lapins traités par le NiCI2 et le CPF a deux concentrations par rapport
aux témoins. Les Mlet M2 augmentent d’une fagon trés hautement significative (p <
0.001).

I11-2- Etude des paramétres biochimiques sanguins
111-2-1-Urée et créatinine

Les figures 08, 09 mettent en évidence les variations de la concentration sérique en
urée et en créatinine chez le lot témoin et les lots traités

BT ENil ®mN2 wmCPF1 ®mCPF2 mM1 mM2
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o
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Figure 08 : Variations de la concentration sérique en urée chez le lot témoin et les
lots traités apres 90 jours de traitement
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Figure 09 : Variations de la concentration sérique en créatinine chez le lot témoin et
les lots traités apres 90 jours de traitement

Nos résultats montrent une augmentation dose dépendante et trés hautement
significative (p<0.001) des parametres de la fonction rénale (urée, créatinine) chez les
lots traités par rapport au témoin.

111-2-2-Transaminases

Les figures 10, 11 mettent en évidence les variations de I’activité sérique en TGO et
en TGP chez le lot témoin et les lots traités
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Figure 10 : Variation de I’activité enzymatique de TGO chez le lot témoin et les lots
traités apres 90 jours de traitement

Page 47




Résultats

mT m®mNil mNi2 wCPF1 mCPF2 mM1 mM2

TR LT Rk S——
sedek wRE
150
1
5
]

Lots expérimentaux

TGP (UL/L)
8

o

o

Figure 11 : Variation de I’activité enzymatique de TGP chez le lot témoin et les lots
traités apres 90 jours de traitement

Les résultats obtenus révelent une augmentation des transaminases (TGO, TGP) avec
une différence trés hautement significative (p< 0.001) comparés aux témoins.

111-2-3-Phosphatase alcaline

La figure 12 représente I’activité enzymatique de la phosphatase alcaline chez

les différents lots.
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Figure 12 : Variation de I’activité enzymatique de la PALc chez le lot témoin et les

lots traités apres 90 jours de traitement
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Une augmentation de I’activité enzymatique de la phosphatase alcaline avec
une différence trés hautement significative (p<0.001), a été enregistrée chez les lots
traités par rapport aux témoins.

111-2-4-Bilirubine totale et directe

Les figures 13 et 14 représentent les variations du taux sérique de la bilirubine
totale et directe chez les lapins témoins et traités.
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w

25
£t
20
%
e
IE 15 R
=
=
—
==}
0

Lots expérimentaux

Figure 13 : Variation du taux sérique de la bilirubine totale chez le lot témoin et les

lots traités apres 90 jours de traitement
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Figure 14 : Variation du taux sérique de la bilirubine directe chez le lot témoin et les

lots traités apres 90 jours de traitement
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Augmentation du taux de la bilirubine totale avec une différence hautement
significative (p<0.01) chez les lots traités par la mixture et trés hautement
significative (p<0.001) chez le lot traité par CPF a 750 ppm tandis qu’il y a une
différence non significative pour les autres lots, néanmoins une différence hautement

significative pour la bilirubine directe chez les lots traités par rapport aux témoins.
I11-3-Etude des parameétres biochimiques tissulaire
111-3-1-Effet sur le taux des protéines hépatiques

La figure 15 montre I’effet de NiCl2, CPF et de leurs mixtures sur le taux de
protéine chez les lapins témoins et traités.
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Figure 15 : taux des protéines totales chez les lots traités et témoins aprés 90 jours de

traitement

Nos résultats montrent une augmentation trés hautement significative
(p<0.001) chez les lapins traités sauf qu’a la présence de NiCI2 (250 ppm), nous

remarquons qu’il y a une diminution hautement significative (p<0.01) par rapport aux
témoins.

111-3-2-Effet sur le taux des glucides hépatiques

La figure 16 représente les variations du taux des glucides hépatique chez les
lapins traités et témoins
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Figure 16 : taux des glucides totales chez les lots traités et témoins apres 90 jours de

traitement

Nous constatons que le taux de glucide augmente d’une maniére tres
hautement significative (p<0.001) chez les lapins traités sauf qu’a la présence de

NiCI2 (500 ppm), nous remarquons qu’il y a une augmentation hautement
significative (p<0.01) par rapport aux témoins.

111-3-3- Effet sur le taux des lipides hépatiques

La figure 17 illustre les variations de taux des lipides hépatique chez les lapins
traités et témoins

ET ®Nil1 ®=mNi2 ®=CPF1 ®=CPFR2 ®mM1 m®mM2
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Figure 17 : Taux des lipides totaux chez les lots traités et témoins aprés 90 jours de

traitement
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Nous remarquons une augmentation significative (p<0.05) pour les lots traités
par NiCI2 a 250 ppm et CPF a 375 ppm. Cependant une diminution trés hautement

significative (p<0.001) pour les autres lots par apport au lot témoin.
111-3-4- Effet sur le taux de GSH cytosolique

La figure 18 montre les variations de taux de GSH chez les lapins témoins et traités.
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Figure 18 : Variation de la teneur en glutathion (GSH) cytosolique chez le lot témoin
et les lots traités apres 90 jours de traitement.

Les résultats obtenus montrent une diminution de la teneur hépatique en
glutathion avec une différence trés hautement significative (p<0.001), chez les lots

traités comparé au témoin
111-3-5- Effet sur I’activité de GST cytosolique

L’activité de GST cytosolique chez les lapins traités par NiCL2, CPF et leurs

mixtures est illustrée dans la figure 19.
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Figure 19 : Variation I’activité enzymatique de la glutathion -S- transférase (GST)
cytosolique chez le lot témoin et les lots traités apres 90 jours de traitement

Le tissu hépatique montre une augmentation de I’activité enzymatique de la
GST chez les lots traités avec une différence hautement significative (p<0.01) par

rapport aux témoins.
111-3-6-Effet sur le taux de MDA cytosolique

D’aprés les résultats obtenus (figure 20), on observe une augmentation avec
une différence hautement significative (p<0.01) du taux de MDA cytosolique chez
lots traités par le NiCI2 a 250 ppm , CPF a 375 ppm et mixture a (250/375) ppm par
rapport aux témoins et tres hautement significative (p<0.001) pour les lots traités par

forte dose .cette augmentation de fagon dose-dépendante.
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Figure 20 : Variation de la teneur en Malondialdéhyde (MDA) cytosolique chez le lot
témoin et les lots traités aprés 90 jours de traitement

111-3-7- Effet sur I’activité de CAT cytosolique

L’évolution de I’activité de catalase chez les lots témoins et traités par de deux
concentrations croissantes de NiCL2, CPF et leurs mixtures sont illustrée dans la
figure 21.
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Figure 21 : Variation de I’activité enzymatique de la catalase (CAT) cytosolique chez
le lot témoin et les lots traités aprés 90 jours de traitement

Nos résultats révelent une augmentation de I’activité enzymatique de la
catalase cytosolique chez les lots traités par deux concentrations de NiCL2, CPF et
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leurs mixtures avec une différence trés hautement significative (p<0.001) par rapport

aux témoins.
111-3-8- Effet sur I’activité de GPx cytosolique

La figure 22 représente I’activité enzymatique de GPx chez les lapins témoins
et traités.
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Figure 22 : Variation de I’activité enzymatique de GPx cytosolique chez le lot témoin
et les lots traités apres 90 jours de traitement

Nos résultats montrent une diminution tres hautement significative (p<0.001)
chez les lapins traités sauf la mixture a forte dose, nous remarquons qu’il y a une
diminution hautement significative (p<0.01) par rapport aux témoins.

111-3-9- Effet sur I’activité de I’AchE

La figure 23 met en évidence I’activité enzymatique de I’AchE chez les lapins
témoins et traités.
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Figure 23 : Variation de I’activité enzymatique de I’AchE chez le lot témoin et les
lots traités apres 90 jours de traitement

Nos résultats montrent une diminution trés hautement significative (p<0.001)

et dose dépendante chez les lapins traités par rapport aux témoins.
I11-4-Etude des paramétres mitochondriaux
I11-4-1-mesure de la consommation d’oxygene mitochondrial

La figure 24 illustre les effets des deux concentrations croissantes de NiCl2,
CPF et leurs mixtures sur la respiration mitochondriale. Nous remarquerons que les
lapins témoins consomment I’oxygéne d’une maniére réguliere et continue, par contre
chez les lapins traités, la consommation d’oxygéne est diminuée d’une maniere dose—
dépendante.
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Figure 24: Effet de NiCI2,CPF et leurs mixtures sur la respiration mitochondrial chez
le lot témoin et les lots traités aprés 90 jours de traitement

111-4-2-Variation du volume des mitochondries traitées par NiCl2, CPF et leurs

mixtures

La figure 25 illustre les changements de volumes des mitochondries en
présence de deux polluants (NiCI2, CPF) et la mixture en fonction du temps. Ces
valeurs de [I’absorbance traduisant ainsi une augmentation du volume des
mitochondries traitées par rapport aux témoins. Cette augmentation est trés hautement
significative (P<0,001)
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Figure 25 : Variations du volume des mitochondries isolées témoins et traitées par
NiCl2, CPF et la mixture en fonction du temps aprés 90 jours de traitement

I11-4-3-Variation de la perméabilité mitochondriale lors de I'injection du Ca**

La figure 26 illustre I'effet de NiCI2, CPF et la mixture sur I'évolution de la
perméabilité des mitochondries chez lapins. Nous constatons une augmentation de la
taille des mitochondries traitées ce qui signifie une grande perméabilité. Aprés 15
secondes on remarque une stabilité de volume de mitochondrie chez les différents lots
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Figure 26 : Effets de NiCI2, CPF et la mixture sur la perméabilité mitochondriale
aprés I’addition du Ca**

I11-4-4- Activité de Catalase mitochondrial
La figure 27 représente I’activité de Catalase mitochondrial chez les lapins
témoins et traités. Nous remarquons au niveau mitochondrial une augmentation de

maniére dose dépendante et hautement significative (P<0,01) chez les lapins traités
par rapport aux témoins sauf qu’a la présence de CPF (375ppm -750ppm) nous

constatons qu’il y’a une diminution hautement significative
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Figure 27: Variations de I’activité enzymatique de la catalase mitochondriale
hépatique chez le lot témoin et les lots traités aprés 90 jours de traitement

111-4-5 - Activité de GST mitochondrial

La figure 28 montre I'activité de GST hépatique mitochondrial chez les
différents lots. Le traitement des lapins par NiCI2 et la mixture pendant 3 mois
conduit a une augmentation hautement significative (P<0,01) de I’activité de GST de

facon dose dépendante.
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Figure 28 : Variations de I’activité enzymatique de la GST mitochondriale hépatique
chez le lot témoin et les lots traités apres 90 jours de traitement
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111-4-6 - Activité de GPx mitochondriale

La figure 29 montre I’activité de GPx mitochondrial du tissu hépatique chez
les différents lots Nous constatons une diminution hautement significative (P<0,01)
chez les lapins traités par NiCI2 a (250ppm et 500ppm) par apport aux témoins.
Tandis qu’une diminution trés hautement significative (P<0,001) chez les lapins
traités par CPF (375ppm et 750ppm) et la mixture par apport aux témoins
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Figure 29 : Variations de I’activité enzymatique de la GPx mitochondriale hépatique
chez le lot témoin et les lots traités apres 90 jours de traitement

111-4-7 -Taux du MDA mitochondrial

La figure 30 représente les variations du taux de MDA observées chez les
lapins traités et témoins. Nous remarquons que ce taux tend a augmenter d’une
maniere trés hautement significative (p<0.001) pour les lots traités par NiCI2 et la
mixture par contre une augmentation tres significative des lots traités par CPF a deux

concentrations par rapport aux témoins
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Figure 30 : Variations des taux du MDA mitochondriale hépatique chez le lot témoin
et les lots traités apres 90 jours de traitement

111-4-8-Taux de GSH mitochondrial

La figure 31 représente les variations de taux de GSH chez les lapins témoins
et traités Nos résultats mettent en eévidence une diminution trés hautement
significative du taux de GSH chez les lapins traités par NiCI2, CPF et la mixture par

apport aux témoins de facon dose dépendante
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Figure 31 : Variations des taux de GSH mitochondriale hépatique chez le lot témoin
et les lots traités apres 90 jours de traitement
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111-4-9 -Taux de cytochrome C mitochondrial

La figure 32 représente I’évolution de I’activité de cytochrome C sous I’effet
de deux polluants (NiCI2, CPF) et la mixture. Nous remarquons que cette activité tend
a augmenter de maniere dose dépendante et trés hautement significative (P<0,001) par

rapport aux témoins pour les différents lots traités
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Figure 32 : Taux de cytochrome C chez le lot témoin et les lots traités apres 90 jours
de traitement
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Discussion

Cette étude visait a évaluer les effets toxiques d'une exposition subchronique
des lapins adultes au chlorure de nickel, Chlorpyrifos et leurs mixtures sur les
paramétres biochimique et les tissus hépatiques (étude cytosolique et mitochondriale)

1- Poids corporels et poids relatif de foie

Dans notre étude nous avons enregistré une diminution dose -dépendante du
poids corporel et du gain de poids. Cette diminution du poids corporel est due, selon
(OCDE ,2000) a la perte des réserves graisseuses et a une fonte musculaire chez
I’animal lors d’une souffrance (Gtpwoaufsp, 2008)

La réduction du poids corporel est utilisée comme un indicateur général de
I'état de santé du lapin. Dans des conditions expérimentales, I’administration intra-
péritonéale du sulfate de nickel, pendant 21 jours chez le rat Wistar males a provoqué
une diminution trés hautement significative du poids corporel par rapport aux rats
témoins. Cette réduction peut étre due a la faible consommation de la nourriture, un
déséquilibre hormonal et la réduction des taux de protéines (Smialowicz et al,
1987;Pardeep et al, 2004)

Cet effet peut étre aussi expliqué par I'action des polluants sur le transport des
éléments nutritifs (les acides aminés, le glucose et les minéraux essentiels comme le
zinc, le magnésium, le fer...) par le sang et par conséquence, ils peuvent induire une
mauvaise assimilation des aliments par le corps. (Dieter et al, 1988 ;Cempel et
Janicka, 2002) ont signalé que la baisse du gain de poids corporel peut-étre dd a la
dégradation augmentée de lipides et de protéines par suite de toxicité du nickel. Notre
étude est concomitante a celle de (Mandava et al, 2009). Plusieurs études ont
évalué I’effet des métaux et des pesticides sur le poids corporel par voie orale chez les
animaux. Une étude de Gray et al, 982 ont démontré chez les rats une réduction en
gain de poids corporel mais seulement a doses trés élevées .les auteurs d’une autre
étude notent une diminution en gain du poids corporel aprés une exposition répétée
des rats au deux pesticides (NTP ,1995).Cette diminution est peut étre due a I’effet du
chlorure de nickel, chlorpyrifos et leur mixture sur le tractus gastro-intestinal

entrainant une perte d’appétit ou un mal d’absorption des aliments provoquant ainsi
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une réduction dans la consommation d’aliment et d’eau chez les lapins. (Borzelleca et
al., 1989) ont constaté des effets sur la croissance et sur le poids des organes des rats
spargue-Dawley males ayant ingéré des doses de Cd environ 1.1 a 14 mg/kg pendant
10 jours, dans leur eau de boisson, et avec 15 a 65 mg/kg, le poids des organes était
également modifié chez les rats.

Nos résultats sont en accord avec les données bibliographiques (Morgan et
al., 1961) qui ont montré que I’administration de métribuzine réduit la consommation
d'eau et des aliments, avec la perdre du poids corporel des femelles lapins au cours de
la période de traitement. De plus, des études précédentes ont montré que la perte du
poids corporel peut étre expliquée par I’augmentation de catabolisme des lipides et
des protéines de I’organisme sous I’effet toxique (Boulila et al., 2014)

En ce concerne les effets sur le poids relatif de fois nous avons remarqué une
augmentation significative. L’augmentation de poids relatif peut étre due a
I’hypertrophie tissulaire de cet organe causé par ces xénobiotique (métal et pesticide),
ces resultats est en accord avec les travaux des Misra et al., 1990;Novelli et al., 1998
Ceci est expliqué, d’une part, par I’hypertrophie tissulaire de cet organe causé par ces
polluants et d’autre part, par I’accumulation intense de Nickel et chlorpyrifos dans cet
organe cible. Ce résultat est en accord avec les travaux de Djabali, 2008. De plus, les
polluants peuvent conduire a la mort cellulaire par apoptose de certaines lignées
cellulaires, due a lI'accumulation de dérivés lipidiques toxiques comme les céramides
(Wang et al., 2000;Rudolf & Cervinka, 2010).Ces dérivés lipidiques toxiques
induisent une hypertrophie cellulaire de I’organe cible (Hannun et al., 1996 ; Lee et
al., 2011).Cette anomalie du foie est un phénomene signalé par de nombreux auteurs a
la suite de I’agression par des substances chimique (Huangetal., 2012)

2- Parametres biochimiques sanguins

Nos résultats montrent que les lapins recevant le NiCI2, CPF et leurs mixtures
présentent une augmentation des teneurs sériques en créatinine et en urée comparés a
leurs témoins respectifs. L’augmentation des taux sériques en urée et en créatinine
chez les lapins traités au chlorure de nickel, chlorpyrifos et leurs mixtures, est
considérée comme un bio marqueur du dysfonctionnement rénal et les dommages
rénaux. L’urée et la créatinine ce sont des paramétres essentiels pour évaluer la

fonction rénale et la filtration glomérulaire (Cempel, 2004)
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De plus, l'augmentation de I'urée dans le sérum est corrélée avec
I’augmentation du catabolisme protéique, les protéines peuvent étre dégradées en
acides aminés puis en urée et créatinine (L’urée est le produit final de dégradation des
protéines). Ceci est confirmé par la diminution des protéines totales dans le serum.
Donc I'augmentation de I’urée et la créatinine chez les lapins traites est due a I’effet
néphrotoxique du nickel (Sunderman et al., 1990 ; Obone et al., 1999).La créatinine
est le meilleur marqueur de la fonction rénale. Elle est formée dans I’organisme par
déshydratation non enzymatique de la créatine synthétisée par le foie et stockée dans
le muscle. Un taux sérique élevé en créatinine (associé a un taux élevé en urée) traduit
une diminution de la filtration glomérulaire. Nos résultats sont en accord avec
plusieurs études. Domingues et al., 2008 ont testé par voie orale I’effet du diuron [3 -
(3,4-dichlorophényl) -1,1diméthylurée], un herbicide sur des rats males Wistar, ce qui
a entrainé une hypercréatinémie et une augmentation du taux sériques en urée. Les
mémes résultats sont obtenus par (Yousef et al., 2006;Saafi-bensalah et al., 2012) et
(Cetin et al.,2010). Il ressort que la Métribuzine et le Mancozébe provoquent chez les

rats males et femelles une toxicité dose-dépendante de la fonction rénale.

En ce qui concerne les enzymes hépatiques (TGO et TGP), nous avons
remarque une augmentation significative de leur activité sérique chez les lapins traités

par NiCl,, CPF et leurs mélanges.

En général, I'activité d'’ALAT et d’ASAT est considérablement augmentée
apres l'administration de divers composés hépatotoxiques, qui conduisent a des
Iésions hépatocellulaires aigués ou des obstructions extra-hépatiques probablement
due a une cholestase. (Abou El-Zahab et al.,1997) rapportent que des agents toxiques
provogquent des dommages aux tissus du foie et provoquent une augmentation
significative du taux d'ALAT, ASAT et de I’activité de la phosphatase alcaline dans le
sérum des rats. Une étude a montré que les xénobiotiques peuvent se transformer au
niveau du foie en radicaux libres, ces derniers ont le pouvoir d’induire une

hyperactivité cellulaire (Dimmeler et al., 1997)

L’augmentation des pesticides et des métaux lourds dans le foie est
accompagnee d’une augmentation significative des taux d'ALAT et d'ASAT sériques.
Selon (Williamson et al., 1995) des niveaux élevés d’aspartates d'alanine

aminotransférases sont des parameétres fiables pour détecter des dommages
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hépatiques.En regle générale, ces résultats peuvent indiquer des changements
dégénératifs et nécrotiques dans le foie (EI-Nekeetyet et al., 2009)

Les enzymes sériqgues TGO, TGP, PAL, sont des enzymes synthétisés au
niveau du cytoplasme de la cellule et déchargées dans la circulation en cas de cellules
endommagées (Singh et al., 1998 ; Ozturk et al., 2009). Ces derniers sont considérés
comme de bons indicateurs de la cytolyse hépatique. Ainsi, des taux élevés des
enzymes du foie, notamment TGO et TGP, sont fréquemment attribués aux effets
métaboliques et/ou toxiques de différentes drogues comme les psychotropes
(Himmerich et al., 2005), I’alcool (Liappas et al., 2006) et les agents polluants tels

que les résidus de I’industrie (Michailova et al., 1998)

De plus I"augmentation des transaminases est expliquée par I’accumulation
des acides aminés comme I’alanine et I’acide glutamique dans le sang provenant de la
dégradation des protéines du corps. Ainsi ces acides aminés peuvent se transformés
sous I’action des transaminases en composés carboxyliques tel que I’acide a céto-
glutamique et I’acide pyruvique puis en glucose, ce qui traduit la forte activité
enzymatique des transaminases. L’augmentation de I’activité enzymatique de la
phosphatase alcaline chez les lots traités par les deux polluants et leurs mixtures
confirme I’atteinte du tissu hépatique. Cette augmentation peut étre di principalement
a la fuite de cette enzyme du cytosol du foie dans la circulation sanguine (Navarro et
al., 2005)

L’augmentation sérique des aminotransférases est liee a I’effet hépatotoxique
des xénobiotiques et leurs associations. Nos résultats sont cohérents avec les résultats
de (Misra et al., 1990) apreés le traitement des rats male par 107umol/kg d’acétate de

nickel.

L'élévation observée de la concentration sérique de la bilirubine totale et
directe chez les lapins traités par le chlorure de nickel, chlorpyrifos et leurs
associations est aussi compatible avec la présence de lésions hépatiques qui est un
indicateur de la présence d’une hyperbilirubinemie est clairement démontre par

(Leelavinothan and Kasinathan, 2011).

L’augmentation de la Bilirubine plasmatique (Totale et Directe) indique le
dysfonctionnement dans le foie. Nos résultats montrent une augmentation en

bilirubine chez les lapins traites. Ces observations sont en accord avec d’autres études
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(Yousef et al., 2008 ; Yousef, 2004 ;Ben Amara et al., 2011). En ce qui concerne les
autres métabolites biochimiques : glucide, lipide et protéine ils semblent étre affectés
par les inducteurs toxiques (NiCl,, CPF) et leurs mixtures

Le taux des glucides chez les lapins traités montre une augmentation
significative. En fait, il n’existe pas vraiment de régle générale qui permet d’expliquer
ou de prédire la toxicité associée a un mélange donné de produits chimique mais peut
étre expliqué par plusieurs hypothéses comme [’augmentation des réserves
énergétiques, ou par des changements structuraux ou de perméabilité des membranes
cellulaires (Carpy et al., 2000) .Des études ont confirmé que le nickel et ses
composés peuvent augmenter le taux de glucose dans les tissus animal (Gupta et al.,
2012). Des recherches similaires réalisées sur le poisson masculin rouge, ont montré
que I’élévation du taux du glucose, peut étre le résultat de la dégradation du
glycogéne par le glucagon sous I’intoxication de nickel. Aussi, le nickel peut induire
le métabolisme des réserves de glycogene musculaire (glycogénolyse) par les
glucocorticoides, conduisant ainsi a I’hyperglycémie plasmatique (Kubrak et al.,
2012)

L’augmentation de taux des glucides hépatiques chez les lapins traités
expliqué par I’effet inhibiteur des agents polluants sur I’activité enzymatique, lactate
déshydrogénase iso enzyme, succincte déshydrogénase et Na'K'ATPase et
I’interférence avec la chaine de transport énergétique résultant une accumulation
endocellulaire des glucides (Kramer, 1986) (Ahammadsahib et al.,1989)
(Karthikeyan and Bavani , 2009)

Plusieurs études récentes ont ainsi fortement suggéré une association entre
exposition aux pesticides et trouble de la glycémie, dont (Codru et al., 2007) qui a
rapporté une association entre exposition aux agents organochlorés et troubles de la
glycorégulation. Une étude conduite sur plus de 30 000 applicateurs professionnels de
pesticides, a montré que sur les 50 pesticides étudiés, 7 produits phytosanitaires
(aldrine, chlordane, heptachlore, dichlorvos, trichlorfon, alachlore et cyanazine) ont
augmenté le risque de développer un diabéte chez les participants a I’étude.

Plusieurs investigations sur les effets des polluants organiques sur le
métabolisme énergétique ont été menées. La diminution des réserves de glycogene est

une réponse notée chez plusieurs animaux exposés a des insecticides OPs et
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carbamate, notamment Biomphalariaalexandrina, Bulinustrincatus (Sharaf et al.,
1974) et L. acuminata (Singh et Agarwal., 1989). Chez L. palustris exposée a
I’hexachlorobenzene en mésocosme, (Baturo et al.,1995) observent une stimulation
de I’activité enzymatique d’hydrolyse des polysaccharides et une réduction de la
teneur en glycogéne dans le manteau et la masse viscérale. Pour la méme espéce
exposée a des alkyl phénols en mésocosome, Jumel et al., 2002 rapportent une
augmentation de la demande énergétique des animaux qui se traduit par une
mobilisation rapide des réserves de glycogéne du manteau et une diminution de la

teneur en protéine et de la masse de la glande a aloumen

Une perturbation des taux de lipides. Plusieurs études expérimentales
intéressées aux effets des pesticides sur le profil lipidique. L’administration de
pesticide, induit chez le rat une hépatotoxicité et une modification de profil lipidique
qui se manifeste par une augmentation du taux de Cholestérol et des Triglycérides
plasmatiques, et selon (Bouziane, 2002) I’altération du profil lipidique peut étre due a
une modification sur I’activité des enzymes qui jouent un réle dans le métabolisme

des lipides.

Dans notre travail nous avons mis en évidence une augmentation du taux de
protéines chez les lapins traités par le NiCl,, CPF et la mixture sauf le NiCl, a 250
ppm. Ces résultats vont dans le méme sens que ceux de (Peccini et al,.1994 ; Masaya
et al., 2002) qui ont mis en évidence une augmentation significative du taux de
protéines totales sous I’effet d’un stress chimique chez des modéles biologiques
différents (tétards, protistes ciliés, lapins). Aussi ces résultats sont confirmés par
(Redhouane-Salah, 2004) (Rouabhi et al 2006) qui ont mis en évidence une
corrélation entre la perturbation du taux de protéines totales et la toxicité par les
xénobiotiques. Cet effet est expliqué d’une part par I’induction de la synthése des
protéines de stress en rapport avec le phénomene de bio activation/biotransformation
et d’autre part par la peroxydation lipidique générée par les ROS. D’ailleurs, les
mémes constatations ont été faites auparavant par Lagadic et al., 1997 sous I’effet des
contaminants chez les invertébrés. Padmaja et Rao, 1994 ont suggéré que la
diminution des lipides et des protéines tissulaires chez I’escargot dissimilis (Muller)
apres exposition aux pesticides peut étre due a plusieurs mécanismes, parmi lesquels
I’utilisation directe des protéines par les cellules pour subvenir aux besoins

énergétiques.
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3- Stress oxydatif
Le stress oxydant se définit classiquement comme un déséquilibre de la
balance entre les systéemes de défenses antioxydants et la production des ROS, en
faveur de ces derniéres (Favier, 2003)

Le foie étant le principal organe de I’élimination de déchets toxiques de
l'organisme, car elle contient un systeme enzymatique impliqué dans le processus de
détoxification, qui permet de neutraliser toutes les substances toxiques (Lecluyse et
al., 2012)

Les paramétres biochimiques et enzymatiques chez les organismes exposés
aux contaminants toxiques ont été utilisés comme biomarqueurs et peuvent constituer
un important outil de diagnostic pour évaluer l'exposition et les effets des
xénobiotiques (Forbes et al., 1997)

Dans notre étude I’administration du chlorure de nickel, Chlorpyrifos et leurs
mixtures chez les lapins a provoqué des dommages oxydatifs. Le nickel avec le
cadmium et le chlore, sont considéras comme des stress oxydatifs (Frenkel et al,
1994). Le stress oxydant dans la cellule peut étre induit soit par une production accrue
de ROS ou linhibition du systéme de défense antioxydant. Cet équilibre entre la
production et le catabolisme des oxydants est essentiel pour le maintien de l'intégrité

biologique des tissus (Fatima et Mahmoud., 2007)

Dans notre travail, nous avons mis en évidence une diminution de forme dose-
dépendante du GSH en présence de NiCl2, CPF et leurs mixtures. Ce résultat a été
confirmé par Vadde & Rama, 2008. Le glutathion est I'antioxydant non enzymatique
majeur dans les cellules animales : c'est le composeé réducteur soufré le plus abondant
dans le compartiment intracellulaire, impliqué dans le métabolisme, les procédés de
transport et dans la protection des cellules contre les effets toxiques des composés
endogeénes et exogenes, compris les espéeces réactives de l'oxygene et les métaux
lourds(Dickinson et Forman, 2002). De plus le taux de GSH est diminué en raison
du taux élevé de superoxyde et les radicaux libres le GSH est convertit en GSSG
(glutathion oxydé) (Bedwal, 1983;Loven et al., 1986)
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GSH est un élément crucial du mécanisme de défense antioxydant, fonctionne
comme un capteur de radicaux libres réactifs direct (Romao et al.,2006). Dans nos
conditions expérimentales, nous remarquons une diminution statistiquement
significative du taux de GSH cette diminution peut s'expliquer par une réponse

adaptative au stress oxydant

La baisse de GSH peut étre expliquée par plusieurs hypothéses
Premiérement, Le GSH joue un réle clé dans la détoxification des radicaux libres
(Hultberg et al.,2001) , dans le cas de nickel, ce dernier interagit directement avec
une forte affinité aux groupements thiols (-SH) du GSH, deuxiemes, le glutathion peut
aussi interagir avec les radicaux libres générés par ce meétalloide (Whanger,
1973).(Ito et al.,1998) (Anicka et Cempei, 2001). Troisiémes, I’xénobiotique inhibe
la glutathion synthétase, et la glutathion réductase (James et al., 2006), donc peu de
GSH est produit.

La GPx est une enzyme antioxydante clé qui regle le niveau des ROS, elle est
fortement dépendante de la concentration en glutathion, I'équilibre de ce systéme
enzymatique peut étre essentiel d'éliminer anion superoxyde et peroxydes générés
dans les tissus (Bray et Taylor, 1993; Jung et Henke, 1996). GPx est capable de non
seulement de réduire le peroxyde d’hydrogéne H202 en eau, mais aussi les
hydroperoxydes résultants de I’oxydation des acides gras insaturés, et donc protége
les cellules contre les dégats généré par les polluants (Pardeep et al, 2004;

Leelavinothan et Kasinathan, 2011)

Nos résultats montrent une diminution de I’activité de GPx chez les lapins
traités. La baisse du taux de glutathion réduit est en concordance avec la diminution
de I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase GPx (premiére enzyme dans le
cycle d’oxydoréduction du glutathion). Ceci est probablement di a I’apparition d’une
grande quantité de peroxydes sous I’influence des xénobitiques. La capacité du
glutathion réduit a réduire les hydroperoxydes formés lors du métabolisme de
I’alphaméthrine, sous I’action de la glutathion peroxydase, conduit a I’oxydation
massive du glutathion en glutathion oxydé menant a un déséquilibre du rapport
GSH/GSSG. La diminution de I’activité de cette enzyme (GPx) montre que les
cellules du foie peuvent probablement contenir une forte concentration de H202 et
d’hydro peroxydes organiques (Little et O’Brien,1968) (Hu et al.,1988)
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L’effet de NiCl,, CPF et leurs mixtures sur la concentration du GSH hépatique
et les activités des enzymes antioxydants (GPx, GST) s’accompagne d’une
augmentation des radicaux libres ROS. Ces derniers ont initié la peroxydation
lipidique (Upadhyay et al.,2009)

Concernant la glutathion S-transférase (GST), enzymes catalysant la
conjugaison du glutathion (posséde un groupement nucléophile -SH) a une grande
variété de composés (porteurs de groupements électrophiles) et également impliquée
dans le transport et I'tlimination de composés réactifs qui effectuent d'autres fonctions
antioxydants, L’activité de la GST a également été largement utilisé comme un
biomarqueur de stress (Fitzpatrick et al.,1997)

Nos résultatsontmontréque, I’exposition des lapins au NiCl,,CPF et leurs
mixturesa induit une augmentation tres hautement significativede I’activité GST
L’augmentation de I’activité de GST est hautement corrélée avec la diminution du
taux de GSH, et une forme de défense qui traduit la détoxication des xénobiotiques
dans I’organisme pour permettre son élimination, et une réponse physiologique pour
compenser les altérations qui sont dues aux radicaux libres et qui suggere que le
xénobiotique conjugué par le GSH est catalysé par la GST pour réduire son effet
toxique, ces résultats sont confirmés par les études de(Ognjanoviéet al.,2008). Des
études similaires ont révélé une induction de la GST chezle rat(Hultbergetal., 2001).
L’induction de cette enzyme a été aussi rapportée chez Mollusques Bivalves tels que
Perna viridis exposé a différentes doses du cadmium(Kamel etal.,2012). La réponse
de I’activité de la GST dépend de plusieurs facteurs comme le type de xénobiotique,
la concentration, le temps d’exposition et de I’espéce (Oru¢&Uner, 2000)

Concernant la glutathion S-transférase (GST), cette enzyme joue un role
important dans la désintoxication des xénobiotiques et elle a une grande capacité a
réduire les peroxydes lipidiques (Griffith,1999;Iscanetal., 2002)

D’aprés nos résultats on observe une augmentation trés hautement
significative de lal’activité de CAT dans le foie chez les lapins traités au NiClI2, CPF
et leurs mixtures comparativement au lot témoin. Catalase joue un réle important dans
la protection de l'organisme contre les dommages du stress oxydant (Cakmaket
Horst, 1991). Elle consiste en une transformation du peroxyde d'hydrogene (H20,) en
eau et en oxygene moléculaire(O,). Or la production de peroxyde d'hydrogéne est

induite par la présence de composés exogénes a l'organisme, comme c'est
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notammentle cas pour les métaux(Casalinoetal.,2004).Ainsi Azzouz, 2012 a mis en
évidence une forte induction de I’activité CAT chez Parameciumtetraurelia, traitées
avec deux pesticides : AmistarXtra et le Glyphosate, il en est de méme pour les
travaux de Benbouzid ,2012 qui a aussi démontré une induction de I’activité Catalase
chez ce méme modele biologique suite a un traitement avec des phényl
phosphoramidates. Ainsi, nos travaux confirment ceux cités ci-dessus puisque nous
avons également mis en évidence une augmentation de I’activité Catalase chez les
lapins traites. Selon les résultats obtenus dans notre étude, nous avons marqué une

augmentation significative dans le taux de MDA hépatique chez tous les lapins traités.

Dans ce travail, nous avons mis en évidence une augmentation de MDA en
présence des deux xénobiotiques testés et leurs mixtures cette augmentation est dose-
dépendante. Nos résultats confirment ceux de Recknagel et Turocy (1977) qui a
démontré que les produits dérivés d’une fonction oxydative microsomale, sont trés
toxiques pour les cellules de Parameciummultimicronucleatum., Sbartai (2013) et
Djekounet al (2012) ont mis en évidence une augmentation du taux de MDA chez
respectivement Pamamecuimsp et Sacharomycescerivisiae . Il en est de de méme
concernant les travaux de Grara (2011) sur les gastéropodes Helix aspersa ou encore
Zaouani (2010) qui a mis en évidence une augmentation du taux de MDA chez des
rats traités par des pesticides

Dans notre étude, nous avons montré que les paramétres liés au stress
oxydants étaient tous élevés tels que la production du malonyldialdéhyde (MDA) et la
quantité de protéines sériques et surtout la fraction ayant des groupements thiols.
L’augmentation observée du taux de MDA un marqueur clé du stress oxydant et de la
peroxydation lipidique est en accord avec plusieurs études sur des modéles animaux
qui ont constaté une augmentation de MDA dans le sang (Baynes,
1991).L’augmentation de la concentration du MDA suggére une augmentation des
espéeces réactives de I’oxygene (ROS) (Kakkaret al., 1997) qui attaquent les acides
gras polyinsaturés de la membrane cellulaire et provoque la peroxydation lipidique
(Battacharyaet al., 1997). L’augmentation des ROS pourrait étre due, soit a
I’augmentation de leur production suite a I’état inflammatoire observé, soit a une
réduction de leur élimination suite a I'épuisement des systéemes antioxydants piégeurs
tel que rapportent Cho et al.( 2002). Ces produits de la peroxydation lipidique sont
nocifs pour les cellules de I’organisme et sont associé a l'athérosclérose, les
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dommages des reins ainsi que plusieurs autres dommages tissulaires (Kakkaret al.,
1997)

4- L’ activité spécifique de I’AChE

L’AChE est une enzyme clé du systéme nerveux central des insectes ; cet
enzyme de neurotoxicité découverte par Naschmanshn (1938), joue un réle crucial
dans la neurotransmission cholinergique par I’hydrolyse rapide du médiateur
chimique, I’acétylcholine (Guédes et al., 1997 ; Jensen, 1998 ; Rebeiro et al., 1999 ;
Charpentier et al., 2000 ; Ischaaya, 2001). L’hydrolyse de I’acétylcholine par
I’AChE permet la fermeture des canaux associés aux récepteurs du neurotransmetteur
; si I’action de cette enzyme est bloquée, la membrane post synaptique reste
continuellement excitée ce qui conduit a I’accumulation dans la région synaptique
provoguant une hyperexcitation causant la mort de I’insecte (Haubruge et Amichot,
1998).

Dans notre travail, I’activité de I’AchE diminue progressivement suite a
I’exposition des lapins auNiCIl2, CPF et de la mixture. Des travaux appuient nos
résultats, notamment ceux deBouaricha, (2013);Salama et al.,( 2005).Des études in
vitro et in vivo menées sur des mammiféres, des poissons ou des invertébrés ont
signalé une inhibition de I’AChE par des métaux, parmi lesquels le cadmium
(Schmidt & Ibrahim, 1994). Selon Coeurdassier et al. (2001) ont également
démontré que I’activité AChE est inhibée aprés I’exposition des escargots Helix
aspersa au diméthoate.

Des effets neurotoxiques de substances organiques non-molluscicides ont été
évalués, notamment par Rorke et al. (1974) qui observent une inhibition de 90% de
I’activité des cholinestérases dans I’hémolymphe de Helix aspersa provoquée in vitro
par une solution de 10-4g/L fenitro-oxon (OPs) ou de physostigmine (carbamate)

5- Etude subcellulaire
La mitochondrie est les cibles intracellulaires clés pour différents facteurs de
stress généré par le Cd mais les mécanismes de dommages-mitochondriale induite par
ce métal ne sont pas entierement compris. Des études antérieures ont indiqué que le
traitement des cellules avec des Cd entrainé des altérations mitochondriales
specifiques, démontrée dans les hépatocytes de rat. Par conséquent la fonction
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respiratoire est devenue enflée et arrondie, et la mitochondrie diminuée avec le temps
(Giuseppe et al.,2009)

Dans notre étude,l’analyse des résultats obtenus montre une augmentation de
gonflement mitochondrialchez les lapins traitéspar NiCI2,CPF et leurs mixtures par
rapport aux témoins(Giuseppe et al.,2009) ont montré que le gonflement
mitochondrial accompagné a l'acidification moyenne anormale due & la production de
lactate, et d’une maniere générale les xénobiotiques agissent principalement sur le
compartiment mitochondriale en induisant un stress cellulaire oxydatif, modulant
homéostasie intracellulaire d'oxydo-réduction et la peroxydation des lipides, la
mutation ADNmt, a altérer I'expression des genes et causer finalement I'apoptose,

D’autre part, le gonflement mitochondriales est un mécanisme s'accompagnant
de profonds remaniements, on commencer par I’augmentation de la production de
ROS par les xénobiotiques entraine I’ouverture des pores de transition de perméabilité
(PTPM), I'ouverture de ces pores provoque un déséquilibre osmotique entre la
matrice et I’espace intermembranaire se crée, ayant pour conséquence le gonflement
de la matrice et la fragmentation de la membrane externe, alors la mitochondries est
dégradé ensuite les protéines pro-apoptotiques tels que le cytochrome c, AIF
(Apoptose Inducting factor) et les caspases qui seéquestrées dans I’espace
intermembranaire sont libérées dans le cytosol initiant une cascade de réaction qui
aboutit a I'apoptose ( la mort cellulaire), traduit par un nécrose hépatique
(Skulachev,1996)

Dans un premier temps, nous avons suivi la consommation d’oxygene chez les
mitochondries isoléeNous avons mis en évidence une diminution de consommation
d’0O2 chez les lapins traités par NiCl2, CPF et leurs mixtures car les inhibiteurs de la
chaine respiratoire sont des éléments chimiques qui par leur liaison avec I’enzyme
ralentissent la vitesse de réaction enzymatique du complexe cible (la cytochrome
oxydase ou complexe IV pour le cyanure). Leur action de poison tres spécifique
apermis d'élucider de nombreux mécanismes du fonctionnement de la chaine
respiratoire in vitro. (Djebar et Moreau,1990). En effet, certaine métabolite réactif
se fixe de facon covalente a plusieurs protéines mitochondriales, ce qui pourrait non
seulement faciliter I'ouverture des PTPM mais également entrainer d’autres
dysfonctionnements mitochondriaux conduisant a une réduction de la production

d’énergie ( Masubuchi et al .,2005, Ruepp et al.,2002).Quel que soit le mécanisme
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impliqué, la conséquence principale de I’ouverture des PTPM est la mort cellulaire
par apoptose, ou par nécrose, en fonction du nombre de mitochondries impliquées.
Chagra et al., (2009) onaobservé un gonflement mitochondrial suite au traitement par
le Cadmium chez lesmitochondries isolées de pommes de terre

Dans notre travail, nous avons observé les effets du NiCl2, CPF et leurs
mixtures sur la perméabilité et la respiration de mitochondries isolées des lapins. Des
études ont prouvé qu’en cas de surdosage au médicament, la respiration
mitochondriale des hépatocytes de rat est inhibée en raison d’une forte diminution des
taux d’ATP (Bernuau et al., 1986). Kon et al (2004) expliquent que le mécanisme de
transition de perméabilité mitochondriale pourrait étre un des mécanismes
fondamentaux impliqués dans les altérations de la chaine respiratoire en condition
d’intoxication aumédicament. Jasso-Chavez et al(2010) ont mis en évidence une
forte inhibition de la respiration des mitochondries isolées a partir d’Euglena gracilis
traitées avec du chrome (CR). Les auteurs constatent que la cytotoxicité du Cr
entraine a la fois la diminution de la respiration, de la glycolyse et par conséquent,

une baisse de I’ATP cellulaire

La chaine respiratoire mitochondriale produit en permanence des espéces
oxygenees reactives a partir d’une fuite d’électrons en amont du complexe 1V. Ces
électrons s’associent a I’oxygéne pour constituer des superoxydes puis
secondairement du Peroxyde d’hydrogéne. Le GSH, la SOD et la GPX et la CAT se
chargent de piéger ces d’espéces oxygénées réactives au sein de la mitochondrie. En
effet I’atteinte de la chaine respiratoire mitochondriale engendre une hyperproduction
d’espéces oxygenees réactives, (Chagra et al., 2009)

Le MDA est I’aldéhyde actif principal de la peroxydation des acides gras poly
insaturés des membranes, c’est également un sous-produit de la biosynthése de la
prostaglandine (Coeurdassier, 2001), Notre intérét s’est porté sur I’évolution du taux
de MDA, car ces molécules lorsqu’elles sont abondantes dans le milieu intracellulaire
rendent compte d’une toxicité spécifiques aux radicaux libres. En effet, selon
(Bebianno et al., 2005) et (Al-Mutairi et al., 2007), I"augmentation du taux de
Malondialdéhyde indique une peroxydation lipidique, cette derniere est suivie de
changements et d’une dégradation des structures membranaires, Il s’ensuit une perte

des récepteurs et des enzymes de la membrane (Pampanin et al., 2005)
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Dans notre travail, nous avons mis en évidence une augmentation de MDA en
présence de NiCl2, CPF et leurs mélanges cette augmentation est dose-dépendante.
Nos résultats confirment ceux de (Recknagel et Turocy, 1977) qui a démontré que
les produits dérivés d’une fonction oxydative microsomale, sont tres toxiques pour les
cellules de Parameciummultimicronucleatum.(Zaouani, 2010)qui a mis en évidence
une augmentation du taux de MDA chez des rats traités par des pesticides

Nos résultats ont montré une forte activité enzymatique antioxydante reflétée
par une augmentation des activités de catalase et de GST connues pour leur réle dans
la détoxification des radicaux libres, parallelement a la diminution de GSH qui est
également un excellent biomarqueur de toxicité.et une diminution de I’activité GPx

Une baisse du taux de GSH peut étre considérée comme un indicateur de
toxicité via la génération d’un stress oxydant. La voie de biosynthése du GSH est
constituée de deux étapes principales : la liaison du glutamate a la cystéine est
catalysée par la y-glutamylcystéine synthase (GCS), puis la liaison entre la glutamyle-
cystéine et la glycine est catalysée par la glutathion synthétase (GS). Il intervient
notamment dans la détoxification des xénobiotiques en neutralisant divers produits du
stress oxydant grace a son potentiel réducteur mais également dans la prolifération
cellulaire et la régulation de I’apoptose (Sies, 1999 ; Dringen, 2000). Une déficience
en GSH expose les cellules & un risque de dommage oxydatif (Droge, 2002).

Nos résultats ont confirmé que le traitement par NiCl2, CPF et leurs mixtures
induit des taux élevés de Cyt-c suivis d'une apoptose, ce qui est confirmé par une
quantité élevée de perméabilité et de gonflement mitochondrial. Lors de I'exposition a
un pesticide, le chemin d'induction de l'apoptose prédominante qui dépend des
mitochondries43. Ce schéma nécessite la libération dans le cytosol de protéines
apoptogénes contenues dans l'espace inter-membranaire des mitochondries telles que
I'AIF ou Cyt-c. Ce dernier, une fois ré-expansé dans le cytoplasme, résultant dans le
recrutement Apaf-1 et proCas-9. Ce trimere, nommé apoptosome, conduit a
l'activation de Cas-9, initiateur de la voie mitochondriale. Ce dernier conduit a
l'activation de Caspase. Différents mécanismes controversés réalisent encore la
libération de protéines apoptogénes de la mitochondrie au cytosol(Jevticet
al.,2016).Le port de transition de perméabilité (PT du pore) serait associé a la
réduction de la membrane mitochondriale potentielle (Aym). La chute du potentiel

conduit a une entrée massive d'eau et d'ions provoquant un gonflement et finalement
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une perturbation physique de la membrane externe mitochondriale responsable de la
libération des protéines apoptogenes(Fromenty,2010)( Ming-Yuanet al.,2015)

En outre, le Cyt-c synthétisé comme un précurseur apo-cyt-c, il est ensuite transporté
dans la mitochondrie, ou il est converti en protéine globulaire appelée holoCyt-c qui
permet le transport d'électrons entre le complexe Il et IV de la respiratoire
mitochondriale49. le Cyt-c peut étre transloqué a partir des mitochondries dans le
cytoplasme de la cellule. Dans la plupart des cas, la libération de Cyt-c dépend de
l'activité de Cas(Dayal et al.,2001)( DiMauro, & Schon,2008) . Heiskanen et al.
(1999)ont montré que la libération de Cyt-c et la chute de A¥m ont eu lieu en méme
temps

Les especes réactives de I’oxygene et le cytochrome ¢ sont alors rejetés de la
mitochondrie vers le cytosol ou ils activent les caspases qui a leur tour vont conduire
a I’apoptose. De plus, les ERO relachées vont dégrader des protéines cellulaires. Dans
le cas d’une diminution sévére de I’ATP, une nécrose cellulaire survient, alors que
dans le cas d’une diminution modérée, la cellule va tenter de stabiliser tant que
possible la dégradation des protéines. Suite a cet effet, des mécanismes cellulaires
vont étre perturbés et d’autres vont se mettre en place pour essayer d’atténuer la
toxicité des polluants (ex : surexpression de certains génes de détoxication ou de
compensation) (Pinot et al., 2000).Des études in vitro de fibroblastes- feetal de
poumons humains ont montré que les ERO générés par les métaux conduisent a une
dépolarisation membranaire de la mitochondrie, & une altération dans le transfert
d’électrons de la chaine respiratoire et a une diminution de I’ATP suite a une
inhibition de I’ATP synthase et a I’oxydation de I’ADN mitochondrial (Freeman et
Crapo, 1982;Doelman et al., 1990; Yang et al., 1997). Le Cd est aussi capable de
déplacer le zinc des MT (Dallinger et al., 1997), or une augmentation en ion libre de
zinc dans les mitochondries peut conduire a un blocage de la respiration
mitochondriale, qui en conséquence va conduire a une ouverture du pore de transition
de la perméabilité membranaire, puis un rejet du cytochrome c, la génération de ERO
(Bossy-Wetzel et al., 2004) et a I'apoptose
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Conclusion et Perspective
Conclusion

Le principal objectif de notre travail de thése était d’étudier les effets de deux
xénobiotiques, le chlorure de nickel (NiCI2) ,le chlorpyrifos (CPF) et de leurs
mixtures appliquées par voie orale, a deux concentrations, sur les lapinsOryctolagus
Cuniculus utilisés comme modéle indicateur. Les expérimentations ont été menées sur
les paramétres morphologique, la biochimie plasmique et tissulaire de foie, la mesure
de quelques biomarqueurs du stress oxydant (AChE, GST, CAT,MDAet GPx)
cytosolique et mitochondrial.

Les xénobiotiques testés et leurs mixtures entrainent une réduction
significative des parametres physiologiques tels que le poids corporels, gain du poids
et une augmentation des poids relatif de foie

D’un autre coté le paramétre biochimique est également affecté par les
différents traitements avec une forte perturbation des différents métabolites cellulaire

dont les protéines les glucides et les lipides

Une action neurotoxique est exercée par les différentes traitement se traduisant
par une inhibition de I’activité de I’AchE.les deux polluants et leurs mixtures
induisent égalementles systemes de détoxification par les baie d’une augmentation des
activités de GST.GPX et une diminution des taux de GSH, de MDA

L’effet de CPF,NiCI2 et leurs mixtures sur la mitochondrie montre un effet
toxique atravers I’inhibition de la quantité d’O2, I’induction de la perméabilité et le
gonflement mitochondriale de plus nous avons également mis en évidence une

perturbation de I’activité enzymatique et non enzymatique

+ Perspectives

En perspectives, il serait intéressant de développer cette recherche de point de vue

opérationnel par approfondissement de la connaissance sur :

e Dosage des caspases et autres protéines de I’apoptose
e FEtude histopathologique

e Dosage de SOD.LDH

e FEtude au niveau lysosomique

e Utilisation des extraits médicinales pour améliorer cette toxicité
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Annexe 1 : Tableaux de la réalisation de la gamme d’étalonnage

Annexes

Annexe la : Tableau de réalisation de la gamme d’étalonnage pour le dosage des

protéines

Tubes 1 2 3 4 5 6
Quantité d’albumine (pg) 0 | 20 | 40 | 60 | 80 | 100
Eau distillée (ul) 100 | 80 | 60 | 40 | 20 | ©
BBC (ml) 4 4 4 4 4 4

Annexe 1b : Tableau de réalisation de la gamme d’étalonnage pour le dosage des

glucides

Tubes 1 2 3 4 5 6
glucose (ul) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (ul) 100 | 80 60 40 20 0
Anthrone (ml) 4 4 4 4 4 4

Annexe 1c : Tableau de réalisation de la gamme d’étalonnage pour le dosage des lipides

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution mére de lipides (ul) 100 | 80 60 40 20 0
Solvant chloroforme/méthanol (ul) 4 4 4 4 4 4
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Annexe 3 : Taux des métabolites hépatiques chez les lapins témoins et
traités apres 90 jours

Taux des Temoin Nil Ni2 CPF1 CPF2 M1 M2

métabolites

Proteine | 4 96574 10805+ | 203938+ | 2,33202+ | 240594+ | 22119+ | 25471+
ey 069865 | 0,05455 | 062830 | 029534 | 0,12205 | 0,37266

Glucides 21,5810+ 05,32061+| 49,87552+ 76,8474+| 8587400+ 119,0047+ 1288127+
0.5807195 38,6379 | 26,32779| 2620254 24,0224 | 415441 | 53,1849

Lipides 2614745+ | 3302645+ 160,7941+ 3155893+ 174,2004+ 7404317+ 72,9344+
47,2619435 23,7678 | 2471978| 106,1351| 82,1638 | 444380 | 23,4599




Annexe 4 : Les parametres de stress oxydant chez les lapins témoins et

traités apres 90 jours

Taux des

Temoin

Nil Ni2 CPF1 CPF2 M1 M2
parametres
de stress
oxydant
GSH 5,9379+ 1,541+ 2,885+ 2,54+ 2,3793+ 2,185+ 2,9233+
1,1 0,091 0,23 0,37 0,32 0,32 0,32
MDA 23,71812+ 21,7111+ | 27,8731+ 20,9+ 29,68+ | 22,4188+ 29,8451+
118415 1,3 0,23 0,63 2,2 1,3 2,9
GST 0,1791+ 0,3004+ 0,2729+ 0,2594+ 0,263+ 0,2723+ | 0,23939+
0,02 0,039 0,034 0,024 0,0076 0,015 0,0076
CAT 0,03397+ 0,00408+ | 0,00284+ | 0,00589+ | 0,00466+| 0,01596+ | 0,02651+
0,0022 0,0015 0,00082 0,0013 0,0015 0,0016 0,0018
GPx 0,02966+ | 0,06882+ | 0651079+ @ 0,612682+ | 0,261966+ | 0,057562+ 0,133662+
0,023 0,015 0.015 0.026 0.012 0.016 0.077
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Abstract

Organophosphate insecticides are increasingly used
as substitutes for organochlorine and carbamate in-
secticides because of their high efficacity and lower
persistence in the environment. Chlorpyrifos (CPF)
(0,0-diethyl 0-3,5,6-trichloro-2-pyridyl phosphoro-
thioate), an organophosphate considered as one of
the most widely used insecticides in agriculture
worldwide. The aim of this work is to analyze oxida-
tive stress after a chronic exposure per Os to two
doses of CPF (375 ppm,750 ppm) and the effect on
mitochondrial swelling and respiration and cytoplas-
mic Cyt ¢ amount. Our results showed a little increase
in the activity of mitochondrial GST, level of MDA
and a decrease in GPx and CAT activity confirmed
by the lack of O, (respiration inhibition), GSH level in
mitochondria. we found an increase in mitochondrial
swelling with a significant decrease in respiratory
level. The amount of escaped Cytochrome ¢ from
mitochondria was significantly increased in treated
groups according to the control in doses-dependent
manner. Finally, our study showed that Chlorpyrifos
caused general mitochondrial dysfunction accompa-
nied with elevated oxidative stress amount in rabbit’s
liver.

Keywords: Cytochrome ¢, Mitochondrial swelling, Respira-
tion, Chlorpyrifos, Oryctolagus cuniculus, Oxidative stress,
GST, CAT, GPx, MDA, GSH

Introduction

In agriculture, pesticide have been used to enhance
food production by eradicating unwanted insects and
controlling disease vectors'.

Pesticides are found as common contaminants in soil,
air, water and on non-target organisms in our urban
landscapes. Once there, they can harm plants and ani-
mals ranging from beneficial soil microorganisms and
insects, non-target plants, fish, birds, and other wild-
life. Chlorpyrifos, a common contaminant of urban
streams?, is highly toxic to fish, and has caused fish,
kills in waterways near treated fields or buildings®. OPs
were the first pesticide recognized in 1854*. Although,
the greatest risk of OPs but they are the most used in
the world®.

The chronic exposure of OPs on the farm workers
provokes a neuropsychological disorders®.

Chlorpyrifos (CAS Registry Number 2921-88-2) is
an organophosphate insecticide, acaricide, and nemati-
cide. Its chemical formula is CoH,;;NO;PSC,; and its
chemical name is O,0-diethyl O-(3,5,6-trichloro-2-
pyridyl) phosphorothioate. Chlorpyrifos is an amber to
white, crystalline solid with a molecular weight of
350.67. The health effects caused by occupational and
no occupational exposure to CPF are enormous?®.
Chlorpyrifos is prepared commercially by several
methods’. In a preferred method, the final step in the
synthesis is reacting 3,5,6-trichloro-2-pyridinol (TCP)
and O,0-diethyl phosphorochloridothioate under basic
conditions in dimethylformamide'?. Chlorpyrifos is an
organophosphate insecticide. Investigations of this
family of chemicals began during World War II when
chemists studied their use as nerve gases''.

Chlorpyrifos has an effect on mechanisms of cholin-
esterase!? this toxicity has been observed at doses that
did not inhibit the enzyme!*!*. Liver intoxications are
the most faced problem in the pesticides toxicity, this
work aimed to investigate the response of mitochon-
drial biomarkers and cytochrome c level after an expo-
sure to CPF.

Results

The results are expressed by the mean = (standard

@ Springer
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Figure 1. Variation of stromal GSH level (uM/mg prot.) in
the control and treated animals after 90 days of treatment.
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Figure 2. Variation of stromal MDA amount (UM/mg prot.) in
the control and treated rabbits after 90 days of treatment.
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Figure 3. Effect of CPF on the variation of stromal GST
activity (umol/min/mg prot.) after 90 days of treatment.
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cant when P<0.001, highly significant when P <0.01.
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Figure 4. Effect of CPF on the variation of stromal CAT
(umol/min/mg prot.) after 90 days of treatment.
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Figure 5. Effect of CPF on the variation of stromal GPx
(umol/min/mg prot.) after 90 days of treatment.

A very highly significant increase in the concentra-
tion of cytochrome-c is recorded in the livers of treat-
ed rabbits compared to control, confirmed by the
swelling of mitochondria and inhibition of respiration.
(Table 1).

Discussion

Oxidative stress is unstable status which in where
oxidation exceeds the antioxidant and lead to loss of
the balance between them.” Free radicals are usually
unstable and highly reactive because the unpaired
electrons tend to form pairs with other electrons. An
oxygen molecule (O,) undergoes four-electron reduc-
tion when it is metabolized in vivo'>. Metabolic reac-
tion of oxygen resulting is highly more reactive than
the original molecule of oxygen, and called active
oxygen species'®. Chlorpyrifos (CPF) is a broad spec-
trum chlorinated OP insecticide, used extensively in
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Table 1. Swelling, respiration, permeability and cytochrome c in the livers of control and treated rabbits after 03 months of treat-

ment.
Groups
Control CPF 375 ppm CPF 750 ppm
Mitochondrial swelling 0.492+0.0140 0.815£0.0190%** 0.983 £0.0170%**
Mitochondrial respiration +++++ ++++* +++%*
Mitochondrial permeability + +++* + A HEE
Cytochrome c (ug/mL) 1.176 £0.00065 3.149 £ 0.0006%** 6.601 £0.00050%**

P<0.05: significant (*); P<0.01: very significant (¥*); (P<0.001): very highly significant (**%*).

agriculture and residential pest control throughout the
world'”"". The goal of this work is to evaluate the oxi-
dative stress status and mitochondrial dysfunction bio-
markers after a chronic exposure to two doses of CPF;
compared to the research of 22! where they have iso-
lated rat hepatocyte. On this study, the exposure to two
doses (375 ppm and 750 ppm) of Oryctolagus cunicu-
lus caused considerable perturbation on enzymatic,
redox status and mitochondrial parameters, with a sig-
nificant increase in cytochrome-c level.

Oxidative damage to proteins associated with elevat-
ed in carbonyl residues number, which can be assayed
by the stable hydrazone derivatives formed with 2 .4-
dinitrophenyl hydrazine®?. The protein carbonyl assay
has provided useful information about protein damage
during aging and ischemia-reperfusion in the brains of
gerbils?}. In some other studies using CPF treatment
resulted in increased oxidative stress of the body as
evidenced by enhanced levels of thiobarbituric acid
reactive substances (TBARS), accompanied by con-
comitant decrease in the levels of superoxide scaveng-
ing enzymes, superoxide dismutase (SOD), catalase
(CAT) and glutathione peroxidase (GSH-Px) in serum,
liver, kidney and spleen®2%, which showed a signifi-
cant increase in total protein content under the effect
of a chemical stress in different biological models (tad-
poles, ciliated protists, rabbits). One of the most sensi-
tive biomarkers of oxidative stress was observed in our
study as a consequence of significant effects of two
concentrated catalase®. The GSH a tripeptide antioxi-
dant represents 90% of the non-protein thiols intracel-
lular and neutralizes the H,0,, O, and lipid hydroper-
oxides by its functional group-SH*°. Treatment by
these two doses decreased significantly the amount of
mitochondrial GSH concordant to the results of 3.
Mitochondria is the primary sub-cellular target of the
organophosphorous compounds, that inhibits the enzy-
matic activity and the ATP generation, causing struc-
tural alterations of the matrix and mitochondrial swell-
ing®>¥. Boulassel et al. (2014)** showed that the rate
of oxidation of Succinate in isolated mitochondria is
inhibited by the effect of both xenobiotics. Our study

showed that chronic exposure resulting in increases of
MDA level accompanied by a decrease in glutathione
activity in hepatic mitochondria, these results are in
concordance with the results of 3°2°, The increase in
malondialdehyde indicates lipid peroxidation according
to (Bebianno et al., 2005)*. Oxidative stress in exposed
animals is translated by increased concentration of
blood malonaldehyde and TBARS, changes in antioxi-
dant status and altered activities of cellular enzymes™.
Through this work, we showed an increase of GST in
the presence of two doses of CPF, these results con-
firmed by recent works®. The antioxidant enzymes,
SOD, CAT and GSH-Px have been shown to be signif-
icantly affected by pesticides including CPF?*>%,

Chlorpyrifos has also been reported to induce oxida-
tive stress in different parts of the brain, liver through
increased levels of reactive oxygen species (ROS),
hydrogen peroxide (H,0,), nitrate (NO*") and nitrite
(NO*)'. This work demonstrated an inhibition of cel-
lular respiration in the presence of CPF resulting a
perturbation of the mitochondrial respiratory chain.
The mitochondrial electron transport chain can also
produce significant quantities of ROS, primarily due
to the presence of the ubisemiquinone radical which
can transfer a single electron to oxygen and produce
superoxide®. Many other researches also showed that
mitochondria are the preferential sub-cellular target of
the organophosphorus insecticides and also a generat-
ing source of free radicals*>#. In the metabolism of
some xenobiotics they could interact with the mitochon-
drial respiratory chain. In this way superoxide could be
generated by the blockade of electron transport chain
or they may accept an electron from a respiratory car-
rier and transfer it to molecular oxygen stimulating
superoxide formation*'*? demonstrated a strong inhi-
bition of mitochondrial respiration of Euglena gracilis
treated with chromium Our results fully compatible
with this work.

Our results confirmed that treatment with CPF induc-
ed high levels of Cyt-c followed by apoptosis this is
confirmed by a high swelling and mitochondrial per-
meability amount. Upon exposure to a pesticide, the
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induction path of the predominant apoptosis that is
dependent on mitochondria*. This scheme requires
the release into the cytosol of apoptogenic proteins
contained in the inter-membrane space of mitochon-
dria such the AIF or Cyt-c. The latter, once re-expand-
ed in the cytoplasm, resulting in the Apaf-1 recruit-
ment and proCas-9. This trimer, named apoptosome
leads to activation of Cas-9, the initiator of the mito-
chondrial pathway. The latter leads to the activation of
Cas-3*. Different mechanisms controversial still real-
ize the release of apoptogenic proteins of the mito-
chondrion to the cytosol*, the permeability transition
port (pore PT) would be associated with the reduction
in potential mitochondrial membrane (Aym). The fall
of potential lead to a massive entry of water and ions
causing swelling and ultimately a physical disruption
of mitochondrial outer membrane responsible for the
release of apoptogenic proteins*648,

In addition, The Cyt-c synthesized as a precursor apo-
cyt-c, this is then transported into the mitochondria,
where it is converted into globular protein called holo-
Cyt-c that allows the transport of electrons between the
complex III and IV of the mitochondrial respiratory®.
In response to a stimulus, the Cyt-c can be translocated
from the mitochondria into the cell cytoplasm. In most
cases, the release of Cyt-c is dependent on Cas activity
but its release mechanism raises controversy>*>2, Heis-
kanen et al.(1999)3 have shown that Cyt-c release and
AWm fall took place at the same time.

Conclusion

In this work, we are interested in the effect of CPF
on the subcellular scale. We have also demonstrated an
inhibition of mitochondrial antioxidant enzymes activ-
ities in the presence of two concentrations of CPF, the
cytochrome-c amount in cytoplasm confirm the apop-
totic phenomenon produced by this pesticide. All these
perturbations are due to the accumulation of ROS that
inhibit the most of enzymes.

Materials and Methods

Chemical Product

Chlorpyrifos (CPF) [O,0-diethyl O3-5-6-tricloro-2-
pyridinol phosphorothionate CPF] commercial formu-
lation CHLOROFOS EC 480 g/L chlorpyriphos Ethyl.

Animals

For our experiments, we chose to work on rabbits
Oryctolagus cuniculus. All rabbits were males weigh-
ing between 1.5-1.8 kg. Animals were kept under con-

stant conditions of temperature environ 25+ 3°C and
humidity 35+5%. The total body weight was daily
recorded before and during the experiments. There was
a gain in body weight and increase of food consump-
tion indicating the good conditions of laboratory.

Experimental Design

We have handled 15 rabbits. These rabbits were
divided on 2 lots of 5 rabbits and we kept five rabbits
as control. The treatments began at the 15" day (adap-
tation period of rabbits) all treatments are per Os (p.o)
as follows:

Group 1: controls no treatments.

Group 2: was treated with CPF at 375 ppm for 90
days.

Group 3: was treated with CPF at 750 ppm for 90
days.

After 90 days of treatment the rabbits were sacrificed
and the livers were collected; the mitochondrial extrac-
tion were proceeding. some parameters of oxidative
stress in the livers mitochondria (GSH, GST, MDA,
GPx, CAT) was investigated crowned by the estimation
of swelling and respiration parameters. Cytochrome c
level also was estimated in the cytoplasm to know the
impact on apoptotic pathway.

Determination of Cytochrome c Level

Determination of cytochrome c level in liver tissue
was performed using commercial kit the Cytochrome ¢
Assay Kit (CYTOCOXT), uses an optimized colori-
metric assay based on observation of the decrease in
absorbance of ferrocytochrome ¢ measured at 550 nm
(Sigma®).

Extraction of Mitochondria

All operations were carried on ice. cells were placed
into buffer A containing 50 mM tris, | mM EGTA, 70
mM Sucrose, 210 mM Mannitol, pH 7.4 at +4°C.
Then, the homogenate was centrifuged at 1,300 g for 3
min, 4°C. The supernatant was centrifuged at 10,000 g
for 10 min, 4°C to sediment mitochondria. Finally, the
mitochondrial pellet was washed twice and then sus-
pended in 50 mM Tris, 70 mM sucrose, 210 mM man-
nitol, pH 7.4 at +4°C. Protein content was routinely
assayed with a Bradford assay using bovine serum
albumin as a standard>*. Mitochondria were kept on
ice and used within 4 h.

Mitochondrial Respiration and Swelling
Assay

According to the method of *° we carried out the
estimation of the mitochondrial permeability based on
the rate of traverse of Cat* followed by an increase in



mitochondrial size detected at 540 nm wavelength for
3 minutes and each 30 second. Respiration was esti-
mated using an Oxygraph (Hansatech) according to the
method described by Rouabhi et al. (2006, 2009)3¢-7.

Determination of Glutathione (GSH)

The determination of glutathione realized by . The
principle of this determination is based on measuring
the absorbance of 2nitro-5-mercapturique.

Determination of Glutathione Peroxidase
(GPx) Activity

The enzymatic activity of GPx was measured by the
method of *° using H,0, as substrate.

Determination of Glutathione S-Transferase
Activity (GST)

The measuring of glutathione s transferase activity
has been estimated by the method of ® It is based on
the conjugation reaction between GST and a substrate.

Determination of Catalase (CAT) Activity

The spectrophotometric determination of catalase
(CAT) activity is carried out according to the method
of 1.

Statistical Analysis

The significant differences between the control and
the treated groups were determined by the Student’s t
test. Statistical calculations were carried out using
Minitab 17.1 statistical package and the Excel 16.0
(Microsoft, Inc.).
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