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Résumé

Tres peu de données sont disponibles actuellement sur I’impact des résidus de médicaments ou de
leurs métabolites sur 1’organisme. Aujourd’hui on sait que tous les molécules pouvaient avoir des

effets toxiques parfois/souvent irréversibles

C'est dans ce contexte que se situe notre travail qui consiste en la mise en évidence de la toxicité
potentielle de médicament chlorpromazine, sur un modele biologique unicellulaire d’eau douce
considéré egalement -et a juste titre- comme bio indicateur de la pollution des eaux ; & savoir la

paramécie. Notre travaille s'est fixé I'objectifs suivant :

v' Métabolisme des protéines, glucides, lipides
v" En plus de la respiration cellulaire par I'évaluation et la perturbation ou Il'inhibition de la

consommation d'oxygeéne qui est un marqueur du stress oxydatif

Mots clés : empoisonnement. Paramécie, chlorpromazine, protéines, glucosides.
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Abstract

Very few data are currently available on the impact of drug residues or their metabolites on the
body. Today we know that all molecules could have sometimes/often irreversible toxic effects.

It is in this context that our work is located, which consists of highlighting the potential toxicity
of the drug chlorpromazine, on a unicellular biological model of fresh water also considered - and
rightly so - as a bio-indicator of the pollution of waters; namely paramecium. Our work has set

the following objectives:

e Metabolism of proteins, carbohydrates, lipids
e In addition to cellular respiration through the assessment and disruption or inhibition of
oxygen consumption which is a marker of oxidative stress

Keywords: potin. Chlorpromazine, Paramecium, lipids, glycosides.
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Introduction

La maladie mentale a été considérée comme une maladie surnaturelle, et son traitement
était d'ordre religieux ou faisait appel a la sorcellerie. A travers les différentes civilisations, les
concepts ont évolue, ou est passée progressivement d'une maladie mystérieuse vers une maladie

de la téte (Avicenne-Canon).

Les moyens thérapeutiques ont également suivi cette évolution, les traitements qui étaient
religieux, sont devenus empiriques basés sur des moyens physiques (contention, douche froide,
isolement), ou des thérapies de choc (electroconvulsivo thérapie ECT, cure de Sackel ...).

A partir des années cinguante, la psychiatrie a connu une grande révolution avec la
découverte de la chlorpromazine annoncant I'ére de la chimiothérapie. (Costentin et al.,1987)
Les symptdmes psychotiques jusque-la inaccessibles a une thérapeutique biologique se trouvent
améliorés, voir completement réduits par des substances chimiques appelées « Neuroleptiques »
(Duguay,1988)

La prévalence mondiale de la schizophrénie est estimée a 1%, ce qui représente environ 23
millions de personnes affectés par cette pathologie dans le monde selon I’OMS (Zito et al.,2000).
Cette maladie peut €tre a D'origine de stigmatisation dans I’entourage et le quotidien, de
discriminations a 1I’embauche et de violations des droits fondamentaux selon les différentes
régions du monde. Il existe actuellement plusieurs stratégies thérapeutiques sont les
neuroleptiques, ou plus communément appelés antipsychotiques (AP), forment la classe
médicamenteuse de référence dans la prise en charge de cette pathologie (Verdoux et al.,2010).
Si leur découverte dans les années 50 a donné lieu a une véritable révolution pharmacologique
dans la prise en charge de cette pathologie (Sansone RA,2010) , ( Sansone LA,2010), les effets
secondaires induits (Lehman et al.,2004) par la premiére génération des antipsychotiques ont
orienté la recherche vers d’autres principes actifs. Cette recherche a abouti dans le début des
annees 60 a la découverte de la clozapine (Nice MtA,2018) qui a marqué la naissance des
antipsychotiques dits atypiques ainsi qu’une scission entre les différents antipsychotiques dits de

premiere génération et de seconde génération. Si, dans leur mécanisme d’action, ces molécules
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disposent toutes d’un point commun, I’antagonisme des récepteurs dopaminergique D2 (Singh et

al.,2012), elles possédent des affinités

Pharmacologiques différentes vis-a-vis de nombreux neurotransmetteurs conduisant a des profils

thérapeutiques différents (Weisler et al.,2012).

Dans ce contexte, les travaux en cours visent a evaluer l'effet a I'échelle cellulaire de la
(chlorpromazine) sur un organisme vivant Paramecium sp. Sur certains parametres

morphologiques et physiologiques a savoir :

v'Métabolisme des protéines, glucides, lipides
v En plus de la respiration cellulaire par une technique qui évalue la perturbation ou l'inhibition de

la consommation d'oxygeéne, un marqueur du stress oxydatif

Enfin, les résultats obtenus permettent d'émettre une hypothese sur le stress cellulaire qui exerce la

chlorpromazine sur le modéle biologique étudié Paramecium sp.
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Chapitre 01: Neuroleptique

Chapitre 01 : Les neuroleptiques

1 : Introduction

Pendant de nombreux siecles, les malades mentaux ont été exclus et marginalisés. Rejeté durant
la période médiévale car considéré comme hérétique ou possédé par le diable, le malade mental
s’est vu enfermé de manicre systématique au méme titre que les criminels a partir de 1656, date
de la fondation de I’Hopital général. Au cours de cette époque appelée « grand renfermement »
par Michel Foucault et décrite dans son ouvrage « I’histoire de la folie a I’age classique », les
malades mentaux ne benéficient pas de soins, ils sont simplement enfermés et enchainés
(Falkum, 1999). Ce n’est qu’a partir de la révolution frangaise, grace a Philippe Pinel affirmant
que les fous peuvent étre soignés, que le concept de maladie mentale voit le jour et que sont créés
des hopitaux spécifiquement dédiés a ces malades séparant criminels a condamner et aliénés a
soigner (Tan et Yeow, 2004). La découverte des neuroleptiques a bouleversé la prise en charge
des sujets psychotiques et apermis de faire sortir des hopitaux psychiatriques et de réinsérer dans
la société des patients institutionnalisés depuis de nombreuses années (Franck, 2015). Le mot «
psychopharmacologie » a été utilisé pour la premiére fois en 1920 par David Macht, un
pharmacologue ameéricain, dans le titre de son article décrivant les effets des antipyrétiques,
quinine et acide acétylsalicylique, sur les tests de coordination neuromusculaire (Macht, 1920).

2 : Définition

Substances qui diminuent le niveau de I’humeur (thymoleptiques). Ce sont les médicaments de la

schizophreénie. (Douaoui, 2017).

La définition classique des neuroleptiques est celle donnée par Delay et Deniker ,1957. Elle

associe les cing critéres suivants: (Gharbi, 2018).
-Création d’un état d’indifférence psychomotrice
-Diminution de I’agressivité et de I’agitation
-Réduction des psychoses

-Production d’effets neurologiques et végétatifs

- Action sous corticale dominante
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3 : Mode d’action

Les antipsychotiques bloquent les récepteurs dopaminergiques post synaptiques D2 des 4
principales vies dopaminergiques (Figurel), avec pour conséquence des effets thérapeutiques

mais aussi indésirables : (Dahdouh, 2020).
- La voie méso limbique : Effet sur la symptomatologie positive

-La voie méso corticale : Effet sur la symptomatologie négative, altérations

attentionnelles et exécutives
- La voie nigrostriée : effets secondaires parkinsoniens

-La voie tubéro-infundibulaire : effets secondaires endocriniens de type
hyperprolactinémie

Les antipsychotiques bloquent aussi d’autres récepteurs : adrénergiques, cholinergiques,

histaminergiques et sérotoninergiques

Noyaux gris centraux

Voie nigrostriée

Voie mésolimbique

Substantia

Voie tubéro-infundibulaire

Figure 01 : Les 4 principales voies dopaminergiques.( Franck et al., 2015).
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4 : Classification des neuroleptiques

Les neuroleptiques ne constituent pas un ensemble de molécules homogenes, de ce fait
la classification de ces médicaments est une tache sibylline. De plus, une méme molécule
peut avoir plusieurs effets et ceux-ci varient selon la dose. Cependant on peut les classer
selon plusieurs critéres : soit selon leurs effets cliniques soit selon leur structure chimique.
Néanmoins on considere que le second critére est le plus pertinent dans la mesure ou les
effets cliniques des neuroleptiques découlent de leur structure chimique et de leur profil
d’action sur les différents récepteurs méme si la structure chimique ne permet pas de

prédire avec exactitude les effets thérapeutiques d’un médicament (Tassetti, 2015).
4-2 : Classification selon la structure chimique
4-2-1: Les neuroleptiques de premiére génération

I s’agit des premiers neuroleptiques qui ont ¢ét¢ mis au point a partir des années
1950. Le premier neuroleptique a été la Chlorpromazine commercialisée sous le nom de
Largactil® par le laboratoire Rhéne-Poulenc. La Chlorpromazine qui a 1’origine avait été
synthétisée dans le but d’induire un état de détachement psychologique s’est avérée
efficace sur les patients schizophrénes. Au cours des années suivantes, de nombreuses
molécules dérivées de la famille des phénothiazines ont été créées. Les neuroleptiques
agissent sur les neurones et plus spécifiqguement sur les neurotransmetteurs qui permettent
la transmission du signal nerveux et ainsi la communication inter-neuronale Le neurotransmetteur
le plus visé par les premiers neuroleptiques mis au point est la dopamine
entrainant une diminution de [Dintensit¢ des ¢émotions permettant ainsi de réduire les
symptomes psychotiques en luttant contre la désorganisation des pensées. En effet, il s’est
avéré que les neuroleptiques classiques entrainent un blocage de la dopamine et notamment
les récepteurs D2. Si le blocage des récepteurs D2 de la dopamine permet de supprimer les
symptomes hallucinatoires, il est ¢également a 1’origine de troubles moteurs généraux
invalidants que 1’on regroupe sous le terme de « syndrome extrapyramidal » caractérisé par
des tremblements et des mouvements désordonnés involontaires touchant aussi bien les
membres supérieurs et inférieurs que la téte, le cou et la machoire. Ce syndrome dit
¢galement « parkinsonien » est provoqué en outre par l’action antagoniste dopaminergique

des neuroleptiqgues. Ces mouvements intempestifs, notamment de la mandibule,

5
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provoquent des pathologies or-faciales telles que le bruxisme et des dysphagies altérant

significativement la qualité de vie du patient ( Tassetti, 2015).
4-2-2 : Les neuroleptiques de seconde génération

Communément appelés neuroleptiques ou antipsychotiques atypiques, ces derniers afin
de diminuer les effets secondaires des molécules de premiére génération. lls auraient des
effets secondaires bien moins importants méme si la littérature scientifique semble ne pas
poser de consensus. Cette nouvelle génération de médicaments est réputée étre plus
specifique et plus efficace notamment sur les schizophrénies résistantes. Les
neuroleptiques de seconde génération agissent tout comme les neuroleptiques de premiere
génération sur le systeme dopaminergique mais également sur le systeme sérotoninergique.
Contrairement a leurs prédécesseurs dont [’action antagoniste dopaminergique s’effectue
sur ’ensemble des récepteurs de la dopamine du cerveau, ces molécules vont agir a
différents niveau et cibler des groupes de neurones permettant ainsi de controler de
maniére plus spécifique les effets. Leur profil de liaison privilégie d’autres récepteurs
comme les récepteurs 5-HT de la sérotonine, les récepteurs H1 de [I’histamine, les
récepteurs noradrénergiques et les récepteurs a 1’acétylcholine. Méme si nous connaissons
a I’heure actuelle les différentes cibles de ces molécules, le mécanisme d’action
neurobiologique exact reste obscur car le blocage de ces récepteurs engendre des

mécanismes de régulation et des cascades de réactions complexes (Tassetti, 2015).
4-1 : Classification selon les effets cliniques

» Les sedatifs (type Lévomépromazine ou Chlorpromazine), ayant des effets végétatifs
importants.

* Les moyens (type Thioridazine, Propériciazine), ayant des effets thérapeutiques et indésirables
modeérés.

» Les polyvalents (type Halopéridol, Pipothiazine, Fluphénazine) qui exercent a la fois
une action sédative, une action réductrice sur les hallucinations et le délire, ou une action

désinhibitrice « stimulante » dans les syndromes déficitaires

* Les désinhibiteurs (type Sulpiride, Prochlorpérazine ou Témentil ), qui associent,

pour certains, des effets neurologiques tres puissants a leurs effets thérapeutiques.
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La classification de Petit et Colonna, fondée sur les travaux précliniques de Puech
concernant les interactions entre 1’apomorphine et les neuroleptiques, introduit le parameétre
posologique et a ainsi distingué des neuroleptiques mono polaires, qui se
caractérisent par des effets sédatifs et neurovegétatifs quelle que soit la posologie utilisée
(exemple Cyamémazine), et des neuroleptiques bipolaires, qui sont stimulants ou
désinhibiteurs a faibles doses, alors qu’ils sont réducteurs et sédatifs a fortes doses
(exemples Halopéridol, Fluphénazine, Pipotiazine). Une chronologie dans 1’apparition des
effets cliniques au cours du temps a été décrite avec les neuroleptiques classiques. Le
premier effet clinique observé, souvent recherché, est la sédation. Avec les neuroleptiques
bipolaires a petite doses, une stimulation motrice indésirable peut étre observée en début de
traitement (crises stémétiliennes observées avec le Témentil associant a une stimulation
psychomotrice, des dystonies aigués génantes, qui peuvent céder lors de I’augmentation
des doses du neuroleptique). Secondairement, apparaissent les effets antipsychotiques

(aprés quelques jours ou semaines de traitement).

L’effet anti-autistique est plus difficile et plus long a obtenir. Les effets secondaires varient

également en fonction des étapes chronologiques du traitement
* A leffet sédatif initial s’associe parfois I’akinésie
* A l’effet antipsychotique s’associent les effets extrapyramidaux

* Désinhibiteurs actifs sur perte d’initiative, de contact, de passivité, ralentissement =
schizophrénies hébéphréniques ou désorganisées. Effets indésirables endocriniens :

galactorrhée, gynécomastie (Franck et Thibaut,2015).
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Figure 02 : Classification clinique des neuroleptiques selon un axe vertical en quatre

groupes (Deniker et Ginestet, 1975).

5 : Caractéristiques des Neuroleptiques atypiques

 Réduction des symptdmes négatifs (effet primaire mais aussi secondaire a la diminution des

EPS)

» Améliorent les symptomes affectifs

* Diminuent le taux de suicide

» Améliorent les symptomes cognitifs
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* Meilleur fonctionnement psychosocial

» Efficacité similaire pour les symptomes positifs comparée aux NL classiques

* Moins de drop-out, meilleure compliance

» Efficacité plus €levée pour la schizophrénie résistante comparée aux NL classiques
« Efficacité pratique « effective Ness » plus grande que celle théorique

* Sélectivité pour la voie dopaminergique méso limbique, antagonisme D2-/5HT2, antagonisme

des récepteurs D2 présynaptiques, agonisme dopaminergique partiel (Nawaz Khan, 2005)
6 : Caracteristiques des Neuroleptiques Classiques

Les neuroleptiques classiques bloquent les récepteurs de la dopamine D2, ce qui
entraine une diminution des effets de la dopamine au niveau central (Stahl, 2002). Dans le

systéme nerveux central, il y a quatre voies dopaminergiques :

e Meéso limbique.
e Meéso corticale.
e Nigrostriée.

e Hypothalamo-hypophysaire.

Lors de la prise d’un neuroleptique, on constate donc une diminution de la dopamine :
 dans la voie meso limbique, ce qui diminuerait les symptémes positifs,
* dans la voie nigro-striée, ce qui augmente 1’acétylcholine d’ou 1’augmentation du

risque de syndromes extrapyramidaux et de dyskinésie,

» dans la voie hypothalamo-hypophysaire, ce qui entraine une augmentation de la
prolactine, dans la voie méso corticale, ce qui entrainerait une augmentation des symptémes

négatifs et cognitifs (Nawaz khan, 2005).
7 : Risque lié a la consommation de neuroleptiques

Les neuroleptiques provoquent des effets indésirables inhérents a leur mécanisme d’action qui est
peu spécifique. Le syndrome extrapyramidal lié aux effets dopaminergiques et les effets

anticholinergiques (constipation ou sécheresse buccale) sont systématiquement liés a la
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prescription de neuroleptiques classiques et dans une moindre mesure, a celle d’AA.
D’autres effets indésirables de mécanisme plus complexe ont fait 1’objet d’études récentes chez
les sujets consommant des AA et mettant en évidence un risque accru de syndrome métabolique
(diabéte de type 2, prise de poids, dyslipidémie), de maladies thromboemboliques, d’accident
vasculaire cérébral, de complications cardiaque severes (trouble du rythme, voire arrét
cardiaque), de ou de mort subite inexpliquée. Par ailleurs, les populations les plus exposées aux
neuroleptiques sont aussi des populations fragiles. Les sujets agés présentent souvent plusieurs
pathologies chroniques et sont plus vulnérables face aux effets indésirables des meédicaments. De
méme, la santé des sujets souffrant de schizophrénie est moins bonne, avec un taux de mortalité
supérieur a celui des sujets non schizophrénes du fait notamment d’une mauvaise hygiéne de vie

(sédentarité, tabagisme, alimentation déséquilibrée), ou de conduites a risque (Nordon, 2013)

8 : Pharmacocinétique

La pharmacocinétique est une sous-discipline de la pharmacologie qui a pour but d’étudier le
devenir d’un médicament dans 1’organisme. Cette discipline permet de définir la voie
d’administration la plus adaptée du médicament et d’optimiser le schéma posologique. Elle
comprend schématiquement quatre phases de la vie du médicament une fois ingérée : son

absorption, sa diffusion dans I’organisme, son métabolisme et son élimination (Landry, 2012).

» L’absorption
Il s’agit de 1’étape qui conduit le produit administré de son site d’administration a la circulation
générale. Caractérisée par la biodisponibilité, elle permet de déterminer la quantité de substance
qui va pénétrer dans 1’organisme. Cette phase dépend majoritairement du mode d’administration
et de la forme galéniqgue du médicament. Les neuroleptiques sont pratiguement tous
administrables per os. Seulement quelques-uns sont administrables par voie intramusculaire
comme I’Haldol afin d’augmenter la durée d’effet, améliorer 1’observance et prévenir les rechutes

(Samalin et coll, 2014).

» Ladistribution
Il s’agit du processus de répartition de la substance active dans I’ensemble des tissus et
organes. Dans le plasma, le médicament absorbé se retrouve sous deux formes : soit une
forme inactive liée aux protéines (albumine, lipoprotéines, gammaglobulines), soit une

forme active libre et diffusible pouvant exercer son action thérapeutique.
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» La métabolisation
Une fois que le neuroleptique a agi, il va étre dégradé avant d’étre ¢éliminé. En effet, les
neuroleptiques étant des molécules liposolubles, ils ne peuvent pas étre excrétés par voie urinaire
a I’état natif sans subir de biotransformation préalable. La majorité des neuroleptiques sont
métabolisés au niveau hépatique par le cytochrome P450 mais il faut cependant noter qu’ils ont
déja subi une dégradation partielle au niveau intestinal avant de rejoindre la circulation générale
(Dima, 2009).

» L’élimination
Aprés avoir subi les biotransformations nécessaires pour les rendre hydrosolubles, les
neuroleptiques sont principalement éliminés d’une part, par voie hépatique et d’autre part, par
voie rénale par filtration du plasma a travers les capillaires glomérulaires par sécrétion et
réabsorption tubulaire (Dahl, 1990).

11
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I. Chlorpromazine
La chlorpromazine est une phénothiazine qui était autrefois I'agent antipsychotique le plus

couramment prescrit, mais qui est maintenant rarement utilisée. (Yoshii et al, 2000).

1 : Caractéristique de chlorpromazine.

/N\/\|

N Cl

S

Figure03 : Structure chimique de la chlorpromazine (Haddad et al ,2015)
3- (2-chloro-10H-phénothiazine-10-yl) -N, N-diméthyl-propan-1-amine

TableauOl : Caractéristiques principales de chlorpromazine. (Aldrich, 2012).

Formule moléculaire ou moléculaire C17H19CIN2S
Masse moléculaire (u) 318,86 g/ mol
pharmaco thérapeutique neuroleptique

Données pharmacocinétiques

Metabolism foie par CYP2D6

Excretion métabolites biliaires et rénales (médicament
inchangé présente seulement en quantités

infimes)

2 : Indication du médicament

La chlorpromazine est un antipsychotique typique utilisé pour le traitement de :

12
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e Schizophrénie (principalement les symptdmes positifs)

e Type maniaco-depressif aigu bipolaire | de maladie maniaco-dépressive

e Agitation aigué marquée par un comportement hyperexcitable explosif sans commune

mesure avec la provocation initiale

e Pour contrdler les nausées et les vomissements

e Singulier persistant (hoquet chronique)

e Soulagement de I'appréhension avant la chirurgie
L'efficacité de la chlorpromazine dans le trouble bipolaire a été principalement établie pour
contrdler I'épisode maniaque de la maladie bipolaire, comme I'exces d'énergie, la diminution du
besoin de sommeil, I'augmentation de I'excitabilité et de I'impulsivité et les idées grandioses. La
chlorpromazine est le traitement approuvé par la Food and Drug Administration (FDA) pour le
singlet persistant, qui est un probléme médical ou le hoquet peut durer plus de 48 heures. En ce
qui concerne la psychose aigué, des études ont montré que la chlorpromazine était efficace
comme traitement a court terme pour contréler la combativité et le comportement agressif chez
les enfants (Jufe, 2011., Valdovinos et Frazee, 2019., Kohse et Hollmann, 2017).

3 : pharmacologie et toxicologie
3-1: Mode d'action
3-1-1: Toxicodynamique

La chlorpromazine a un large éventail d'activités résultant de ses actions dépressives sur le

systéme nerveux central.

La chlorpromazine posséde des propriétés sedatives mais les patients développent généralement

une tolérance rapide a la sédation.

Son action sur le systeme autonome produit une vasodilatation, une hypotension et une

tachycardie. Les secrétions salivaires et gastriques sont réduites (Martindale, 1989).
3-1-2 : Pharmacodynamie

La chlorpromazine est un agent psychotrope indiqué pour le traitement de la schizophrénie. Il
exerce également une activité sédative et antiémetique. La chlorpromazine a des actions a tous les

niveaux du systeme nerveux central, principalement aux niveaux sous-corticaux, ainsi que sur

13
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plusieurs systemes d'organes. La chlorpromazine a une forte activité anti adrénergique et
anticholinergique périphérique plus faible ; l'action de blocage ganglionnaire est relativement

faible. Il posséde egalement une Iégere activité antihistaminique et anti sérotoninergique.
4 : Métabolisme de chlorpromazine

Largement métabolisé dans le foie et les reins. Il est largement métabolisé par les
isozymes du cytochrome P450 CYP2D6 (voie principale), CYP1A2 et CYP3A4. Environ 10 a 12
métabolites majeurs ont été identifiés. L'hydroxylation aux positions 3 et 7 du noyau
phénothiazine et de la chaine latérale N-diméthylaminopropyle subit une dé méthylation et est
également métabolisée en un N'oxyde. Dans l'urine, 20 % de la chlorpromazine et de ses
métabolites sont excrétés non conjugués dans l'urine sous forme de médicament inchangé, de la
démon méthyl chlorpromazine, de leurs métabolites sulfoxydes et de la chlorpromazine-N-oxyde.
Les 80 % restants sont constitués de métabolites conjugués, principalement des O-glucuronides et
de petites quantités de sulfates éthérés des dérives mono- et di hydroxylés de la chlorpromazine et
de leurs métabolites sulfoxydes. Les principaux métabolites sont le monoglucuronide de la N-
dédiméthyl chlorpromazine et la 7-hydroxychlorpromazine. Environ 37 % de la dose administrée

de chlorpromazine est excrétée dans l'urine. (Wu SN et al., 2006).
5 : Effets indésirables

somnolence, indifférence, réaction anxieuse, sautes d’humeur, bouche seche, constipation,
vision floue, rétention d'urine, hypotension orthostatique, mouvements involontaires, tics, raideur
et difficulté a coordonner les mouvements, parkinsonisme, tremblements, dyskinésie tardive,
dystonie, hyperprolactinémie, effets secondaires sexuels, prise de poids, hyperglycémie, réaction
allergique cutanée, photosensibilisation, allongement de l'intervalle QT et troubles du rythme

cardiaque, syndrome malin des neuroleptiques et agranulocytose; (Solmi et al., 2017).
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Chapitre 02 : Les paramécies :

1. Géneralité
Les paramécies sont des organismes unicellulaires (Protozoaires), de forme oblongue, dont le
corps uniformément couvert de cils (ciliés, holotriches) est fréquemment visible a 1’ceil nu ; en
effet, leurs dimensions sont, selon les espéces prises en considération, comprises entre 70 et
350um.

Les représentants du genre Paramecium sont parmi les plus fréquentes des Protozoaires. Ils sont
trés abondants dans les eaux contenant des débris végétaux ou dans les infusions de foin
(infusoires) car les bactéries dont ils se nourrissent pullulent a la surface des végétaux en
décomposition. Le genre Paramecium inclut environ 15 espéces, actuellement enregistrées, mais

moins de 10 peuvent étre considérés comme Paramecium vrai( Beaumont et Cassier, 1998)
2. Structure

La paramécie posséde un macronoyau, deux ou plusieurs micronoyaux et deux vacuoles
contractiles qui se produisent sur la surface dorsale. Ces vacuoles se situent sur le premier et le
dernier quart de l'organisme et vident leur contenu liquide a I'extérieur par l'intermédiaire des
pores excrétoires. Sur le c6té de la cellule notée "ventrale », il Ya une rainure, ou l'cesophage,
dans lequel la nourriture (bactéries, levures, algues, etc.) est véhiculée par des cils spéciaux. Au
bas de I'csophage, la nourriture est concentrée dans des vacuoles alimentaires qui sont
continuellement bourgeonnées et pénétrées dans le cytoplasme. Les résidus non digérés seront
déchargés dans le milieu extérieur par un pore anal appelé cytopyge ou cytoprocte. Le cytopyge

est ventrale et subterminal, et assez proche de I'extrémité postérieure du corps.

Pres de la bouche il y a une structure qui apparait au cours de la conjugaison et l'autogamie,
appelé le cone paroral, nommé par Diller (1936). C'est une protubérance qui joue un role
important dans le passage des noyaux d'un conjuguant a l'autre pendant la conjugaison (Azouz,
2012).
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Figure04 : Structure d’une paramécie sous microscope (Génoscope, 2007).

3. Laclassification

D’aprés Miiller, 1773 (Cudmore et al., 1977), les paramécies appartiennent au :

Tableau 02 : les classifications de la paramécie.

Régne Protista
Embronchement Ciliophora

Classe Oligohymenophora
Ordre Peniculida

Famille Parameciidae
Genre Paramecium
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Figure 05 : Paramécie sous microscope (Grossissement x40). (Samworth et Morgan, 2000)

4. Locomotion

La surface extérieure de la cellule est recouverte de plusieurs centaines de minuscules
structures ressemblant a des cheveux appelées cils. Ceux-ci agissent comme des rames
microscopiques pour pousser a travers l'eau, permettant a I'organisme de nager. La vitesse de
déplacement est environ quatre fois sa propre longueur par seconde. Il se déplace si rapidement
que les microscopistes doivent ajouter un agent épaississant a I'eau pour la ralentir et I'étudier. En
se déplacant dans I'eau, il tourne sur son axe et de petites particules de débris et de nourriture sont
collectées et balayées dans l'oesophage. Si le Paramecium rencontre un obstacle, il s'arréte,
inverse le battement des cils, nage en arriere, tourne a travers un angle et avance a nouveau sur un

parcours légerement différent (Samworth et Morgan, 2000)

4-1. Respiration
Les paramécies sont avides d’oxygéne, leur respiration se fait par des échanges gazeux avec
I’environnement exclusivement par la surface corporelle car présentant un rapport surface volume

donc surface / masse corporelle élevée (Wehner et Gehring, 1995).

4 2. Alimentation
La paramécie possede un mécanisme d’alimentation permanent constitué par une cavité

buccale (péristome) prolongée vers I’arriére : le vestibule; c’est une cavité tubulaire invaginée
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dans I’endoplasme (I’endoplasme contient les organites de la nutrition: le péristome et les
vacuoles digestives) ou les aliments sont collectés par la combinaison de 1’action des cils
couvrant le corps et les autres cils couvrant le vestibule, les parameécies se nourrissent des

organismes comme les bactéries et autres protozoaires (Samworth et Morgan, 2000)

4_3. Nutrition de la paramécie
La paramécie se nourrit de maniére holozoique et est un nourrisseur sélectif. 1l se nourrit
de bactéries, de petits protozoaires, d'algues unicellulaires, de diatomées, ...etc. Un Paramecium

unique peut se nourrir de 2 a 5 millions de bactéries en 24 heures

Il ne peut absorber de nourriture qu'au niveau du cytostome. Les cils dans la rainure buccale
créent un courant d'eau qui fait remonter les organismes alimentaires jusqu'au cytostome ou ils
sont ingérés dans une vacuole alimentaire. Cette vacuole alimentaire suit alors une route
specifique a travers le cytoplasme. Au cours de ses voyages, les enzymes sont sécrétées dans la
vacuole et la nourriture est digérée. Les substances digérées sont ensuite absorbées dans le

cytoplasme. Toute matiere non digérée est expulsée par le pore anal (Hanifi, 2020)

AntEricur

Vacuole pulsatile

VMiacromnoyaws

MMicromnoOyawsx

Acppareil oral

FPostEricur

Figure06 : Formation de vacuole alimentaire et processus de cyclose dans le Paramecium.

(Bengueddach, 2016)
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5. Le choix de la paramécie comme modéle biologique

Les paramécies sont largement utilisées dans les études toxicologiques puisque :

Le taxon est présent, abondant et facilement identifiable (Marchese et al., 1996)

>

>

Sa distribution géographique est large (Bennett et al., 1992)

I1 joue un role important dans le fonctionnement de 1’écosysteme (Kosmala et al., 1999)
Sa culture et sa manipulation sont simples (Taylor et al., 1991)

Son habitat naturel correspond au compartiment aquatique testé (Taylor et al., 1991)

Il est sensible au produit testé (Mc Pherson et al., 2000)

I1 est possible d’étudier les effets aigus et chroniques du produit et éventuellement sa

bioaccumulation (Chapman, 2001)
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Chapitre 03 : Stress oxydatif
1 : Définition
Le stress oxydatif, dénommé également stress oxydant, résulte d’un déséquilibre de la «

pro-oxydants/antioxydants » en faveur des oxydants (Djellouli F, 2013) ce qui se traduit par des
dommages oxydatifs de I’ensemble des constituants cellulaires : les lipides avec perturbations des
membranes cellulaires, les protéines avec ’altération des récepteurs et des enzymes, les acides
nucléiques avec un risque de mutation et de cancerisation. Un stress oxydatif peut donc se
développer suite a une surproduction des oxydants comme les espéces activées de 1’oxygéne
et/ou a une diminution des systémes de défense antioxydants (Tremellen K, 2008). Il semble
donc que le stress oxydatif soit étroitement lié a I'inflammation. Peut-on dire que I'un est la cause
ou la consequence de l'autre ? La réponse a cette question n'est pas simple car les causes du
déclenchement du processus inflammatoire sont multiples et, selon le signal initial, la suite des
événements conduisant & un état inflammatoire différe (Mahmoud et Fanchour, 2016).
2 : Les radicaux libres dans la biologie

Un radical libre est une espéce chimique, atome ou molécule tres réactive contenant un ou
plusieurs électrons non pairs dans ses orbitales. Ce déséquilibre n’est que transitoire et il est
comblé soit par I’acceptation d’un autre électron soit par le transfert de cet électron libre sur une
autre molécule. Ces especes radicalaires tres instables et trés réactives sont produites d’une
maniére continue, dans de nombreux phénomenes biologiques .Les radicaux libres sont
indisponibles a la vie parce gu'ils participent au fonctionnement de certaines enzymes, a la
transduction de signaux cellulaires, a la défense immunitaire contre les agents pathogenes, a la
destruction par apoptose des cellules tumorales, au cycle cellulaire, a la différentiation cellulaire,
a la régulation de la dilatation capillaire, au fonctionnement de certains neurones.Mais de facon
générale, les radicaux libres contribuent au stress oxydatif par une série de réactions en chaine.
Leurs durées de vie est tres courte (10-4s) et leur réactivité réside dans la recherche d’un électron
afin de ré-apparier leur électron célibataire (Yzydorkzyk, 2011) Espéces réactives de 1’oxygéne
Les especes réactives de 1’oxygéne (ERO) sont des radicaux libres (chu et al., 2010) issus de
I’oxygeéne moléculaire. Elles représentent la plus importante classe d’espéces réactives générées
dans les organismes vivants a cause de I’importance du métabolisme aérobie (Valko et al., 2007).
L’ERO peuvent étre produites dans n'importe quel type cellulaire, et ce méme en conditions

normales (Rutkowski et al., 2007) tout comme pathologique ou par exposition environnementale
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(ex : tabagisme, ozone, alimentation, température corporelle...) (Altan, 2003).( Le stress oxydant
est défini comme un déséquilibre entre les processus biochimiques de production des ERO d’une
part (Sayre, 2005) et le niveau des systemes de défense antioxydants de la cellule d’autre part
(Bonnefont et Rousselot, 2014).
3 : Sites de formation des radicaux libres durant un stress

Dans la plupart du temps, la plante peut produire les RL en faible quantité dus, par
exemple, a l'augmentation du taux de sucre (glucose), de la respiration ou un excés du transport
d'électrons. Lors d'un stress oxydatif, I'accumulation phytotoxique de ces différents radicaux
oxygenés peut causer plusieurs dommages, conduisant a la perte de I'intégrité membranaire, la
sénescence, la destruction de la chlorophylle et a la diminution de la photosynthése chez les
cellules végétales (Vichnevetskaia et Roy, 1999)
Chez les plantes, il existe plusieurs sources de production de RL : chloroplaste, mitochondrie,
cytoplasme, la photo respiration dans les peroxysomes et la membrane plasmique (Mittler,
2002., Parent et al., 2008) (Figure) De nombreuses situations de stress peuvent induire une
inhibition du transport d'électrons photosynthétiques dans le chloroplaste, altérant ainsi les
réactions photochimiques aux centres réactionnels des PSII et PSI. Dans la plupart des stress
environnementaux, le PSI et le PSU représentent une source importante de production des RL
(Nishiyama et al., 2006). D'une part, au niveau du PSI, il est déja connu que les électrons
provenant de la photolyse d'eau réagissent avec I'oxygene (02), la réduction de 1'0 2 aboutit a la
formation de super oxyde (02) réaction de Mehler, qui sera ensuite transformé en H20 2 par une
réaction de dismutation (Valko et al., 2004) en présence de l'enzyme SOD (super oxyde
dismutase( qui accélére cette réaction dans les systéemes biologiques (Michiels et al., 1994)
(Figure 1.2). D'autre part, la production d'oxygéne singlet par le PSU se forme le plus souvent a
de fortes intensités lumineuses, ou lors d'une inhibition du transport d'électrons par différents
polluants. La formation des RL par le PSU se produit habituellement pendant la photolyse de
I'eau (Niyogi, 1999).
4 1 L’origine des radicaux libres :

Dérives instable et toxique de I’oxygéne qui réagissent et dégradent I’ADN, les lipides, les
protéines. Augmente par situation : Stress, tabac, alcoolisme, surpoids, exercice physique mal

géré ...etc. (Bartosz G., 2003) Les facteurs responsables de I'augmentation de la production de
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radicaux libres par I'organisme sont appelés facteurs oxydants. Ils se divisent en deux facteurs

endogénes et exogeénes Figure
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Figure07 : L’Origine des radicaux libres (Droge W, 2002)

5 : La production endogéne
La formation endogeéne de radicaux libres s'effectue au niveau de diverses voies
6 : La production exogene

Les agents exogénes genérateurs des ROS continue d’attaquer toujours 1’organisme
humain est obéissante a leur agression (Cai h et Harrison D, 2000)
7 : Détoxification des radicaux libre

A I'état physiologique normal, il existe un équilibre entre la production des radicaux libres
et les antioxydants. Cependant, lors d'un stress oxydatif la génération des radicaux libres dépasse
celle des antioxydants, ce qui peut entrainer a de fortes doses la mort cellulaire. La plante dispose
des systemes de protection qui lui permettent de lutter contre ces espéces radicalaires qui
reposent en majeure partie sur le cycle HalliwellAsada (Badenhorst et al., 1998). Cette défense
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s'effectue dans les chloroplastes, directement au site de production des radicaux libres. Le cycle
Halliwell-Asada est une série de réactions d'oxydoréduction : le super oxyde dismutase (SOD)
transforme I'ion super oxyde 0 2- en peroxyde d'hydrogéne (H20 2), molécule moins toxique pour
la cellule. Par la suite, I'ascorbate peroxydase pourra décomposer le H20 2 en eau et en oxygene.
L'ascorbate oxydé sera régénéré par une série de réactions utilisant le glutathion et NADPH
(Davey et al., 2000)
7 : Les conséquences biologiques du stress oxydant

Les ROS deviennent néfastes et toxiques pour 1’organisme a des doses excessives. Cette
surproduction au-dela des capacités antioxydants des systemes biologiques donne lieu au stress
oxydant qui est impliqué dans 1’apparition de plusieurs maladies allant de ’artériosclérose au
cancer tout en passant par les maladies inflammatoires, les ischémies et le processus du
vieillissement. Ces ROS attaquent principalement les lipides membranaires, mais aussi les

protéines et les acides nucléiques.
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Figure08 : Cibles biologiques et endommagement oxydatifs induits par les EOR (Tenhunen R,
et al., 1968)
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Partie I1: Materiel et
Meéthodes

Notre travail a été effectué au niveau des laboratoires pédagogiques de la faculté université

Laarbi Tébessi, Tébessa.

1. Matériel biologique
Le matériel biologique utilisé dans notre travail est un micro-organisme unicellulaire d'eau

douce : Paramecium sp

2. Matériel chimique
L'antipsychotique utilisé dans notre étude est un type de médicament appelé chlorpromazine
(C17H19CIN2S)

3. Mode de traitement :
Les neuroleptiques ont été testés sur des aliquotes de 40ml de la culture, avec les concentrations :

0,1, 0,2, 0,3 pg/ml et (les tests ont été répétés trois fois).

4. Méthodes
1.1.  Culture des paramécies

La culture des paramécies a été effectuée selon la méthode de (Beaumont et Cassier, 1998).

Nous avons effectué une culture mixte dont la technique est la suivante

e Faire macérer ou infuser du foin dans un récipient contenant 1 litre d’eau de pluie.
e Abandonner [’infusion dans un lieu tiede (15a 20°c), sombre et bien aéré.
e Filtrer, quelques jours plus tard apparaissent les premiers flagellés, ces organismes se

nourrissent aux dépends du voile bactérien.

Nous avons procédé a la purification de la culture selon la méthode de Wichterman 1953, en

suivant les étapes ci-dessous :

e Préparation du milieu de repiquage :
e Faire secher des feuilles de laitue dans un four.
e Broyer les feuilles séchées a I'aide d'un mortier jusqu'a I'obtention d'une poudre. Cette
poudre peut étre conservée indéfiniment dans un récipient hermétiqguement clos.

e Rajouter 1,5 g de cette poudre a 1 litre d’eau distillée, et porter a ébullition pendant 5 min.
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e Filtrer le liquide chaud et le répartir dans des flacons de 250 ml avant de le passer a

[’autoclave.

Laisser reposer au moins une nuit avant I'ensemencement

1 : feuilles de laitue 2 : ébullition pendant 5 min

3 : Filtrer le liquide 4 : Mettre en flacons
Puis stériliser

Figure 09 : Préparation du milieu de repiquage
e L’ensemencement : il se fait au fur et a mesure des besoins, le milieu est dilué (2 parts de

milieu de culture mére pour une part d’eau distillée). L’adjonction de CO3Ca en exces permet de

maintenir le pH autour de 7,2 (Beaumont et Cassier, 1998)
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Parametres mesurés

A. Tests de cytotoxicité
A.1. Cinétique de croissance cellulaire

La cinétique de croissance des paramécies est réalisée par comptage des cellules au
microscope optique, a I'aide d'une goutte de Lugol pour immobiliser les protistes ciliés et d'un
compteur manuel pour effectuer les comptages cellulaires (Sauvant et al., 1999)

Les cinétiques de croissance sont suivies avec des temps courts et longs pour les témoins et le
traitement selon le protocole suivant :

L'observation microscopique est réalisée au microscope optique (OPTICA Axiom 2000) a un
grossissement de 40x pendant 1 semaine

Le nombre de paramécies est déterminé en comptant les cellules par goutte de la culture, selon
les étapes suivantes :

Déposer une goutte (Creagent + Chlorpromazine + Lugol) sur le mastocyte- Comptage des
cellules au microscope optique

Essai : Chlorpromazine

1h

i Teémoin 0,1 pg /ml 0,2 pug /ml 0,3 ug
/ml
72h

Figure 10 : Traitements de dosage
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,
Mesure de la densité optique
. . . A= 600 nm
Microscopie optique L
,
Prélévement 2,5 ml de milieu de culture ]
‘ l
Spectrophotométre Observation Microscopique
(objectif x 10)

Figure 11 : Protocole d’essai de cytotoxicité chez les paramécies

A.2. Calcul du pourcentage de réponse :
C’est un calcul qui évalue la réponse du protiste vis-a-vis du polluant, il est basé

sur I’équation suivante :

Pourcentage de réponse = [(NC - NE) / NC] x 100

Ou:

NC : nombre des cellules témoins

NE : nombre final des cellules traitées

Les valeurs positives de pourcentage de réponse indiquent une inhibition de la croissance tandis
que les valeurs négatives indiquent une stimulation de la croissance (Wong et al., 1999)

A.3. Détermination du temps de dédoublement cellulaire tg: Le temps de dédoublement

cellulaire est calculé selon la formule suivante (Bougis, 1974) :

tg=Log2/K

Ou : Kn qui est le coefficient instantané de croissance Nous avons aussi calculé le nombre de
division par jour dit Doubling / Day (D/D) et qui équivaut :
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Kn /log2.

A.5. Analyse statistique :
Le test statistique réalisé dans cette partie est TANOVA, il s'agit de I'analyse de Variance a deux
facteurs contrélés et ce en fonction du temps et des concentrations. L'ANOVA permet d'effectuer des
tests de comparaisons multiples afin d’expliquer les différences entres les moyennes.
Paramétre mesurés :
Parameétres Biochimiques :
B.1. Principe de dosage des principaux métabolites :
Le dosage des lipides, protéines et glucides pour les deux traitements ainsi que pour les témoins

est réalisé selon le protocole expérimental de (Shibko et al., 1966).
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3ml milieu de culture

+
1ml (TCA 20%)

l

Broyage (Ultra-sons)

Centrifugation (5000tr x10 min)

l

l

Surnageant | Culot |
Aliquote 100pl) 1ml éther / chloroforme
¥ (171, VIV)
4ml d’ Anthréne l l
Chauffage (80°C, 10 min) Surnageant |1 + Culot 11
+ 1ml NaOH

La DO a 620nm (Aliquote 100pl) (0.21N)
Glucides l l
(Du chéieau et Floking, 1959)

1mlacide sulfurique Agitation

Glucide l l
Agitation Aliquote 100ul + 4mBBC

Chauffage (100°C, 10 min) lire la DO a 595nm
Proteines
Aliquote 200ul +2.5ml vanilline (Bradford, 1976)

(Laisser 30min a I’obscurité)

Lire la DO a530nm
Lipides (Goldsworthy, 1972)
Figure 12 : Protocole de dosage des macromolécules biochimiques (Shibko et al, 1966)
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Etude polarographie :

* Description de ’appareil utilisé

L'Oxygraphe a électrode d’oxygene est une unité de contréle connectée a un ordinateur doté d’un
logiciel “’Oxygraphe’’ (Fig. 13). Il est congu pour mesurer le taux d’oxygéne lors de la
respiration ou de la photosynthése

Figure 13 : Oxygraphe a électrode d’oxygéne

La chambre a oxygéne fournit une solution trés versatile pour les mesures d'oxygéne dissous dans
la phase liquide des échantillons (Fig.13). Toutefois, en raison de I'assemblage étanche au gaz, la
chambre se préte particuliéerement bien aux tests de respiration dans les petits volumes
d'échantillons, ou toute diffusion minute de I'oxygéne ambiant peut causer des artefacts de
mesure. La chambre a oxygéne est construite a partir d'acryliqgue moulé offrant une visibilité
claire, un bon échantillon et un éclairage uniforme. Le contrdle précis de la température de
I'échantillon et le disque électrode peut étre realisé en connectant la chemise d'eau & un bain d'eau
circulant thermo régulé. L'échantillon est logé dans une cuve de réaction en verre borosilicate qui
a un volume d'échantillon variable entre 0,2 et 2,5 ml contr6lé par un ensemble plongeur réglable
en gaz. Ce piston central a une précision alésage permettant ’additions/soustractions’’ a partir du

mélange réactionnel & I'aide d'une seringue.
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1 : Effet de la chlorpromazine sur la croissance

Les courbes de croissances nous permettent d’avoir des données quantitatives et une analyse
fiable de I’effet toxique d’une substance donnée. Toutes les mesures sont effectuées pendant la
phase exponentielle de croissance.

=== Temoin Dose0,1um/ml Dose0,02um/ml Dose0,03um/ml

600

500

400

300

200

100

taux de croissance cellulaire

1h 2h 3h 24h 48h 72h

Temps/h

Fuguerl4 : Cinétique de la croissance des paramécies traitées au Chlorpromazine

2 : Détermination du taux de croissance des paramécies

Les valeurs obtenues apreés calcul du taux de croissance (u), suite a un traitement de72h sont
regroupeées dans le tableau

Chlorpromazine taux de croissance cellulaire (), est obtenu a partir de 1’équation suivante :

La figure (14) et Tableau représente I'évolution du nombre de cellules en fonction du temps_et
refletent ainsi les differences de croissance cellulaire. On le note une fois que Contact de la
chlorpromazine avec les cellules et jusqu'a 1 heure de traitement par numération cellulaire Les
contrbles et les traitements évoluent de maniere similaire Apres une heure de traitement a la
chlorpromazine, on remarque une différence de Evolution de la courbe de croissance. Cette

difference augmente avec le temps Deés 2 heures de traitement (pendant la phase exponentielle de
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croissance, on constate une augmentation de On dort de 2h a 24h tres modéré La paramécie a eté

traitée avec les concentrations les plus élevées (0,1-0,2-0,3 uM) par rapport aux témoins.

Nos résultats vont dans le méme sens que ceux de (Rao et al. 2006) qui ont rapporté I'effet
inhibiteur de I'acéphale (organophosphoré) a des doses élevées sur le nombre de génération (n)
ainsi que le temps de génération (g) de Paramecium caudatum, ainsi que ceux de (Guelfi et al,
2003) qui ont mis en evidence un effet stimulant de la multiplication du cadmium sur des
champignons filamenteux (Aspergillus nidulans), laissant suggérer ainsi un effet carcinogene du
xénobiotique. Nos résultats sont en accord avec ceux cités et confirment cet effet des

chlorpromazines représente I'évolution du nombre de cellules en fonction du temps.
3 : Effets des chlorpromazines sur la trajectoire des paramecies :

Le suivi de la trajectoire constitue une méthode simple et efficace pour I’évaluation du

comportement des paramécies vis-a-vis des xénobiotiques.
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Figurel5 : Trajectoires des paramécies

témoin et traitées par les chlorpromazines.
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Généralement et en absence d’obstacle, la paramécie nage selon une trajectoire linéaire.
En cas d’obstacle la paramécie change rapidement de direction ou revient trés vite en arriere.
Donc on peut dire que tout changement de direction dans le mouvement indique une toxicité chez

les paramécies ou un obstacle.

Lors de leur déplacement, les paramécies suivent, le plus souvent, des itinéraires directs.
Le changement brutal des trajectoires et les troubles de déplacement indiquent un état

comportemental anormal

En parallele, I'observation microscopique montre qu'en fonction du temps et des doses que
la mobilité et les mouvements cellulaires sont perturbés. Ces perturbations des mouvements se
manifestent par un changement brutal de la direction suivi d’une nage en zigzag ou retours en

arriére particulierement avec les fortes doses des chlorpromazines

Ces résultats viennent appuyer ceux de (Rouabhi et al. 2006) qui ont rapporté I'effet du

Diflubenzuron et du Flucycloxuron sur la forme et la trajectoire des paramécies.

Eckert et Randall, 1999 ont signalé qu’un contact sur I’extrémité postérieure d’un
spécimen isolé le conduit a nager plus rapidement vers I’avant ; un contact sur son extrémité
antérieure I’ameéne a changer la direction. Le changement de direction survient lorsque le sens des

battements des cils s’inverse.

C’est connu que la paramécie avance en tournant autour de son axe longitudinal, selon un
mouvement hélicoidal (Bernal et Ruvalcaba, 1996). Tant dis que Cudmore et al 1977 ont

signalé qu’elles peuvent changer brusquement de direction et faire marche arriere.

Les études sur le comportement chez la paramécie sont renforcées par la génétique

comportementale décrite par (Plomin et al. 1998). Selon ces auteurs,

Les études sur le comportement chez la paramécie sont renforcées par la génétique
comportementale décrite par Plomin et al. (1998). Selon ces auteurs, la paramécie a au moins 20
genes participant au comportement d’évitement. Certains mutants appelés « Pions » ne savent pas
nager a reculons (par analogie avec les pions du jeu d’échec qui ne peuvent pas reculer). Certains
d’autres appelés les « paranoiaques » en raison de leur déplacement a reculons prolongés, ainsi

que les « paresseux » dont les deplacements sont tres limités (Azouz, 2012).
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4 : Effet des chlorpromazines sur la taille des paramécies :

H Temoin Dose0,01um/ml ™ Dose0,02um/ml @ Dose0,03um/ml

70

60 T T T
50
40 T
30
20
10

0

1h 24h 48h 72h

| la taille des paramécies ,umlml|

Figurel6 : Effet des chlorpromazines sur la taille des paramécies en fonction du temps

Selon la figure 16 on constate que la taille des paramécies témoins apres 1h est de l'ordre
de 0.6 uM cependant la plus forte dose a provoqué une diminution de la taille ainsi qu'apres 48 h.

tant dis qu'on remarque une augmentation apres 24h.

Nos résultats obtenus sont en accord avec les travaux de (Z Azouz ,2012) qui a signalé
qu'au moment de la conjugaison, la bouche devient completement fermée. Par conséquent, les
organismes ne se nourrissent pas pendant la conjugaison et pour cette raison, la taille des cellules
devient plus réduite. Pendant ce temps, le contenu intérieur subit une réorganisation radicale.
Selon (Hertwig, 1889), des nouvelles bouches sont formées cependant, les vacuoles contractiles

continuent a fonctionner normalement pendant la conjugaison (Wichterman, 1953).
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5 : Effet des chlorpromazines sur la vitesse de déplacement des paramécies :

H Temoin Dose0,01um/ml ™ Dose0,02um/ml B Dose0,03um/ml

| la vitesse des paramécies pum/ml |
[¥5]

1h 24h 48h

Temps/h

Figure 17 : Effet de chlorpromazine sur la vitesse de déplacement des paramécies en fonction du

temps.

Les paramécies se déplacent d’une maniére active et rapide. Dans un état d’excitation
physique ou chimique, les mouvements deviennent plus rapides et véloces. Par contre, Dans un

état de vieillesse ou de stress, le rythme des mouvements diminue.
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6 : Effet des chlorpromazines sur le taux de protéine totale

m0 0,01pg/mL m0,02ug/MI m0,03pg/ML

0,16

T T T
0,12
0,08
0,04
0
1h 3H 6H

temps/h |

|Le Taux de Protéine Totale ,umfmll

Figurel8 : Effet de la chlorpromazine sur le taux de protéine totale chez les paramécies.
Le taux de protéines totales chez les paramécies témoin et traitées sont représentées dans
la figure (18). Nous constatons que chez les traités apre 1h et 6h, le taux de protéines totales
augmente de maniére non considérable avec une dose dépendante et non significative (p >0.001)
par rapport aux témoins. En effet ce taux passe de 0.143 pg/ml chez les cellules témoins a 0.146

ug/ml pour la dose de 0,3uM apres 48h de traitement.
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= Opg/ml 0,01pg/ml m0,02ug/ml ®m0,03pg/mi

0,16

T
. T
0,12
0,08
0,04
0
24H 48H 72H

Temps/h

le taux de protéine totale pm/ml

Figure 19 : Effet de la chlorpromazine sur le taux de protéine totale chez les paramecies.

Selon la figure (19) Nous constatons que chez les traités &pre 24h et 72h, le taux de
protéines totales augmente de maniére non considérable avec une dose dépendante et non
significative (p <0.001) par rapport aux témoins. En effet ce taux passe de 0.145 pg/ml chez les
cellules témoins a 0.147 ug/ml pour la dose de0,3 uM apres 48h de traitement. En effet aprés 24
heure de traitement ce taux passe de 0.026 pg/ml chez les cellules témoins a 0.033 pg/ml pour les

cellules traitées avec la dose la plus élevée 0.7 ul/ml.

Partant du principe que tout type de stress chimique peut provoquer une libération de
radicaux libres dans I’organisme (Au rousseau, 2002). Soumis a un stress exogeéne, les
microorganismes ont la capacité de développer toute une batterie de réponses capables
déclencher un processus de détoxification, vis-a-vis des xénobiotiques afin de lutter, et/ou de

s’acclimater face au stress chimique (Perez-Rama, 2001).

Donc une altération des composants cellulaires intervient lorsque I’intensité de ces
phénomeénes augmente anormalement. Tous les composants cellulaires peuvent étre touchés :

lipides, protéines, et donc les membranes dans leur ensemble (Haliwell et Chirico, 1993).

De ce fait notre augmentation du taux protéique peut étre expliquée par une induction de
syntheése d’enzymes de détoxification et de métabolisation. Cette induction a été signalée par

Massaya et al. (2002) qui ont trouvé une augmentation significative du taux des protéines totales
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sous ’effet d’un stress chimique chez des modeles biologiques différents (tétards, protistes ciliés

et lapin).

Les protistes sont capables de synthétiser une multitude de protéines et d’enzymes
specifiques a la détoxification leur permettant de maintenir & un niveau suffisamment bas les
concentrations intracellulaires de xénobiotique. De nombreuses études confirment le rble des

protéines du stress chez les microorganismes (Massaya et al.,2002., Redouane, 2004).
7 . Effet des chlorpromazines sur Glucide des paramécies

m Opg/ml 0,01pg/ml m0,02pug/ml ®0,03ug/ml
0,16

0,12

0,08 T " T
- I Il I Il I Il
0
1h 3h 6h

Temps/h

|le taux de Glucide totale p.m,fml|

Figure20 : Effet de la chlorpromazine sur le taux de Glucide totale chez les paramécies.

La figure (20) Englobe les résultats obtenus quant aux variations du taux des
glucides totaux des paramécies traitées par les différentes concentrations du
chlorpromazine apreéslh et 6h D’exposition. Le taux de glucide totales augmente de
maniére non considérable avec une dose indépendante et non significative (p <0.001)

(3h). Est quasi stable pour les différentes doses (apres 6h) par rapport aux témoins
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Figure21 : Effet de la chlorpromazine sur le taux de Glucide totale chez les paramécies.

Figure (21) représente les résultats obtenus du taux des glucides totaux des paramécies traitées
par les différentes concentrations du chlorpromazine aprés 24h et 72h D’exposition le taux de

glucide totales représente des fluctuations non significative (p <0.001) par rapport aux témoins.

Haliwell et Chirico, 1993 ont signalé une altération des composants cellulaires intervient
lorsque I’intensité de ces phénomenes augmente anormalement. Tous les composants cellulaires

peuvent étre touchés : lipides, protéines, et donc les membranes dans leur ensemble

8 : Effet des chlorpromazines sur Lipide des paramécies

m Opg/ml 0,01pg/ml m0,02pg/ml m 0,03pg/ml
——0,035
E
| 003 . - !
=.
< |0.025
=
Z| 002
e
W
210,015
- p—
£ 001
W
= |0,005
5
3 0
@ Oh 3h 6h
—

temps/h

Figure22 : Effet de la chlorpromazine sur le taux de lipide totale chez les paramécies.
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m Opg/ml 0,01pg/ml m 0,02pg/ml m 0,03pg/ml

48h 72h

temps /h

0,032
0,028
0,024
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0,016
0,012
0,008
0,004

24h

le taux de lipide totale pm/ml

Figure23 : Effet de la chlorpromazine sur le taux des lipides totaux chez les paramécies.

Les taux des lipides en fonction du temps et en présence de doses croissantes du neuroleptique
¢tudié sont similaire et non significative (p<0.05) en comparaison avec le témoin tout au long du
traitement. (Figure22,23).

Chez les cellules Eucaryotes la membrane plasmique est constituée par un assemblage de lipides
et de protéines maintenues par des interactions non covalentes. Des chaines polysaccharidiques
sont liées de maniére covalente a la plupart des protéines exposées a la surface de la cellule et a
certaines des molécules lipidiques de la monocouche lipidigue externe (Alberts et al., 1986).
L'évolution du taux de lipides suggere une altération de la membrane cellulaire sachant que cette
derniére est composée de 50% de lipides (phospholipides) et que nos HEs agissent sur les
protistes dés la mise en contact. Ce résultat a été confirmé par celui de (Grara, 2011) qui a
rapporté la diminution du taux de lipide en fonction des concentrations croissantes de cadmium.
Selon Au rousseau (2002), les radicaux oxygénés libres sont toxiques via la dégradation des
lipides dont la B oxydation, comme le suggérent les travaux de (Padjama et Ra0,1994) qui ont
mis en évidence une diminution des taux de lipides dans les tissus de Bellamya dissimilis exposés

a des pesticides.
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9 : Effet des chlorpromazines sur DO des paramécies
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Figure24 : Effet de la chlorpromazine sur le taux de Do totale chez les paramécies.
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Figure 25 : illustre I'effet de la chlorpromazine sur le taux de DO totale chez les paramécies.

Ainsi, nous constatons que pour les témoins, la croissance semble diminuer
progressivement jusqu’a 72 h ou la DO est de nm pour atteindre a la fin du traitement 0.180nm.
Cependant, pour les traitées a toutes les concentrations, la croissance semble étre affectée et ce
des la mise en contact avec le xénobiotique. En effet, si la DO chez les témoins est de 2,17ug/ml

nm au temps TO, chez les traitées, elle affiche respectivement 1,80 jusqu'a 0.20nm et ce pour
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toutes les concentrations testées (0,1, 0,2 0,3ug/ml). A partir de 24h, nous constatons une
diminution progressive de la DO qui sera plus prononcée et tres hautement significative
(p<0.001)

10 : Effet de chlorpromazine sur le métabolisme respiratoire

Témoin Dose 1 (1h)

Dose 2(1h) Dose3(1h)

Figure26 : Effet de chlorpromazine sur le métabolisme respiratoire (1h)
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Resultant et

Figure (26) montre que la densité des paramécies témoin apres 1h de traitement est plus
élevée que celle obtenue avec les différentes doses étudiées Ceci est di a une multiplication des
microorganismes en paralléle on constate que le traitement au plus faibles concentrations
provoque une diminution puis une augmentation remarquable de l'activité respiratoire, celle-ci est
d'environ 2 fois plus. Cette stimulation de 1’activité respiratoire observée chez les paramécies
traitées serait peut-étre due a I’induction d’une voie alternative (Olaya et al., 1998), permettant

aux paramécies de croitre a des doses élevées de xénobiotique
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Figure27 : Effet de chlorpromazine sur le métabolisme respiratoire(48h)
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Figure (27) montre que la densité des paramécies témoin aprés 48h de traitement est plus
élevée que celle obtenue avec les différentes doses étudiées en réalité les perturbations et /ou
I’inhibition de la consommation d’O2 est un signe avant-coureur d’un stress ; les plus
importantes variations sont notées aprées traitement avec la dose d2 ou en remarque une
augmentation du taux d’o02.Cette observation pourrait s'expliquer par le fait que les cellules
traitées ont tendance a s'adapter aux concentrations utilisées, ce qui donne des activités
respiratoires des paramécies traitées beaucoup plus proches de celles des cellules témoins.

La perturbation de I'activité respiratoire obtenue montre que de faibles concentrations de
chlorpromazine générent un stress oxydatif qui provoque la libération de ROS, connus pour

perturber le métabolisme respiratoire (Kiss et al 2003 ; Kuciel et Mazurkiewicz, 2004).

4

Dosel(72h) Dose2(72h)

L. T IX =

Dose3(72h)

Figure 28 : Effet de chlorpromazine sur le métabolisme respiratoire (72h)
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Figure (28) montre les effets DE chlorpromazine sur la respiration de Paramécie sp.
Apres 72 heures, on observe une forte réduction de l'activité respiratoire des cellules étroitement
lié a la diminution importante du nombre de paramécies, d'ou une forte libération de ROS capable
d'interférer avec les composantes de la chaine respiratoire provoquant ainsi un
dysfonctionnement de celle-ci voir son arrét total aboutissant aux premiéres phases de l'apoptose.
(Benyahia et al, 2004).
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Conclusion générale

Aujourd huit I’impact des résidus de médicaments ou de leurs métabolites sur 1’organisme est
mal connu. Ce travail consiste a la mise en évidence de la toxicité potentielle de médicament

chlorpromazine, sur un mode¢le biologique unicellulaire d’eau douce

La paramécie est un modele cellulaire idéal pour les études en toxicologie cellulaire vue son
organisation cellulaire particuliére, son comportement et sa culture simple et facile au
laboratoire. En perspectives, chaque reésultat obtenu dans ce travail constitue une ébauche a part

entiére.

Dans la premiére partie nous avons mis en evidence un effet toxique de la chlorpromazine a
I’échelle cellulaire a travers I’inhibition de la croissance des paramécies D'un autre cOté, cet

effet sur la croissance cellulaire est accompagné par des perturbations morphologiques (tailles).

La seconde partie de notre travail s'est articule autour d'une étude biochimique et polarographie

effectuée sur les paramécies en présence de chlorpromazine

Il en ressort : une forte perturbation des différents métabolites cellulaires dont les
protéines, les glucides et les lipides, augmentation remarquable de I'activité respiratoire pour les

plus fortes doses de neuroleptique
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