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Les pesticides constituent un groupe tres hétérogene de substances chimiques
adaptées a la lutte contre les plantes et les animaux indésirables : herbicides,
fongicides, insecticides, acaricides, nématicides et rodenticides principalement.
Ces produits phytosanitaires possedent tous une toxicité d’'intensité variable pour

I'homme (Cherin et al, 2012).

La toxicité aigué des pesticides résulte d’'une mauvaise utilisation, d’'un usage
accidentel (accidents domestiques) ou d’'une intoxication volontaire souvent
gravissime. Les pesticides organophosphorés et les carbamates sont a 'origine des
empoisonnements par les pesticides les plus fréquents. L’exposition se fait
essentiellement par voie cutanéo-muqueuse, respiratoire (inhalation) et orale.
Selon 1’Organisation mondiale de la santé (OMS) il y a chaque année dans le
monde un million d’empoisonnements graves par les pesticides, a lorigine
d’environ 220 000 déces par an (Cherin et al, 2012). Les intoxications aigues par
les pesticides sont responsables d’'une grande mortalité mondiale, en particulier
dans les pays en voie de développement a fort potentiel agricole (Thabet et al,

2009).

Par ailleurs, de nombreuses études épidémiologiques suggerent une corrélation
entre l'utilisation professionnelle des pesticides et l'apparition de certaines
pathologies dans les populations concernées. Des effets cancérigeénes,
neurotoxiques ou de type perturbation endocrinienne des pesticides ont été mis en
évidence chez I'animal. La question des risques pour 'homme est donc posée tant

au niveau professionnel qu’a celui du consommateur (Merhi 2008).

L'utilisation des pesticides souléve un certain nombre de préoccupations

environnementales (Agrawal et Sharma, 2010).

En Algérie, les agriculteurs utilisent depuis trés longtemps une grande quantité
de pesticides (Bouziani, 2007). Récemment, dans notre pays, l'usage des
pesticides ne cesse de se multiplier dans de nombreux domaines et en grandes
quantités. C’est le milieu agricole d’abord qui utilise des tonnes de pesticides, ces
produits sont consacrés en majorité pour le traitement des cultures, la lutte contre

les rongeurs et pour augmenter la production agricole.



L’Algérie est un grand consommateur de pesticides : 30 000 tonnes sont “épandues”
chaque année. “Les conséquences sanitaires de l'exposition a ces milliers de
composants chimiques, par le biais de 'eau et de 'alimentation, sont massives et
inquiétantes”, avance-t-on encore. Mais le risque est multiplié par quatre si le

pesticide employé est périmé ou de mauvaise qualité (Reguieg-Issaad, 2013).

Les pesticides, a la fois efficaces, d'un cout relativement faible et faciles d'emploi,
ont contribué au développement de systemes de production intensifs, qui peuvent
bénéficier de marchés et de prix agricoles favorables, et de la relative sous-
évaluation des conséquences environnementales de leur usage (Multigner, 2005 ;
Quandt, 2010). S’ils permettent de détruire les insectes ou autres, qui peuvent se
révéler indésirables pour l'agriculture, ils provoquent des pollutions graves de
I'environnement, qui ont des conséquences sur la santé humaine. En effet, ces
pesticides posent un véritable probléeme de santé publique, comme le cancer,
malformations congénitales, problemes d’infertilité et problémes neurologiques

(Grzywacz, 2011).

Les cholinestérases sont les principales enzymes cibles des organophosphorés. Les
deux enzymes présentes dans le sang (butyrylcholinestérase, BChE ;
acétylcholinestérase, AChE) sont des marqueurs biologiques des effets toxiques
systémiques de ces composés. L’activité des BChE plasmatiques est un outil
courant de dépistage rapide d’'une intoxication, et un marqueur de la persistance
du toxique de l'organisme. L’activité des AChE érythrocytaires est un meilleur
reflet de I'inhibition des enzymes similaires présentes dans le systéeme nerveux. La
détermination de cette activité permet un diagnostic de sévérité de l'intoxication

provoquées par les pesticides en général (Jalady, 2013).

L’objectif principal de notre étude repose sur la perturbation du fonctionnement du systéme
nerveux par I’inhibition d’une enzyme essentielle a son bon fonctionnement : la cholinestérase
et sur le dysfonctionnement de la fonction hépatique suite a l'exposition aux
insecticides par gavage chez les rats males « Wistar ». Les parametres a doser
sont : les transaminases, les phosphatases alcalines et I'activité cholinestérasique.

Ce travail, demeure tres partiel dans le domaine de la toxicologie des pesticides.
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I. Les pesticides

Le monde agricole a connu une révolution qui I'a progressivement fait passer a une
activité industrielle. L'augmentation des rendements s'est faite en parallele a une
utilisation intensive de produits phytosanitaires (Karami-Mohajeri et
Abdollahi, 2011). Aujourd’hui, on assiste a une explosion de l'utilisation de ces
produits souvent désignés avec une nuance péjorative par le public sous le terme

de « pesticide » (Benzine, 2006).

I.1. Définition

Le terme "pesticides" est une appellation générique couvrant toutes les
substances (molécules) ou produits (formulations) qui éliminent les organismes
nuisibles, qu'ils soilent utilisés dans le secteur agricole ou dans d'autres
applications. La substance ou le microorganisme qui détruit ou empéche les
organismes nuisibles de s’'installer sur les végétaux, parties de végétaux ou
produits végétaux est dénommée substance active (anciennement dénommée
matiere active), a laquelle sont associés dans la préparation un certain nombre de
«formulant» (mouillants, solvants, anti-mousses, ...) qui la rendent utilisable par

Pagriculteur (ACTA, 2005).

I1.2.Classification

Le monde des pesticides est trés complexe et avec des classes chimiques
extrémement diverse et I'utilisation de ces substances en agriculture mais aussi en
voirie et en jardinerie est massive (Narbonne, 2008).

Les organophosphorés, les organochlorés et les carbamates représentent les trois
principaux groupes chimiques synthétiques des pesticides (Mitra et al, 2011).
Les pesticides regroupent les herbicides, les fongicides, les insecticides, les
nématocides, les acaricides, les rodenticides, les molluscides et les algicides, selon
les cibles vers lesquelles ils sont plus particulierement destinés (Penel et

Vansteene, 2007).



D’aprés 'EPA (Environmental Protection Agency), les principaux groupes

(Tableau 1) et sous-produits de pesticides sont :

1. Les insecticides, destinés a tuer les insectes sont principalement des composés
chlorés, des organophosphorés, des carbamates, des pyréthrénoides, des produits

botaniques et biologiques.

2. Les herbicides, permettant d’éliminer les mauvaises herbes sont des
phénoxydes, des triazines, des amides, des carbamates, des dinitro-anilines dérivés

d’urée, des sulfonylurées et uraciles.

3. Les fongicides, permettant la destruction de champignons pathogénes sont
principalement des composés inorganiques, des dithiocarbamates, des

benzimidazoles, des triazoles ou diazoles, des diazines et des morphines.
4. Les huiles minérales.

5. Les régulateurs de croissance de plantes.

6. Les rodenticides, permettant la destruction des rongeurs.

Selon les textes relatifs a la réglementation européenne, on distingue 2 grands

groupes (Merhi, 2008) :

e les produits phytopharmaceutiques (au sens de la Directive 91/414/CE du
15 dJuillet 1991) : ils sont utilisés principalement pour la protection des
végétaux en agriculture contre les attaques de champignons parasites,
d’insectes, d’acariens, de rongeurs champétres ou encore pour lutter contre
les adventices ou "mauvaises herbes". Leurs utilisations peuvent s’élargir
dans d'autres secteurs (sylviculture, aménagement des paysages et
entretien des abords d'axes de transport, jardinage amateur). Le décret
n°94-359 du 5 mai 1994 relatif au controle des produits
phytopharmaceutiques désigne par produits phytosanitaires les substances
actives et les préparations contenant une ou plusieurs substances actives
qui sont présentes sous la forme dans laquelle elles sont livrées a

l'utilisateur et destinées a :



Tableau 1 : Classification et caractéristiques des groupes de pesticides (Ben oujji
2012).
Classes Exemples Utilisation/Action | Caractéristiques
Organochlorés DDT. aldrine Paralysie et mort des Bioaccumulation
Insecticides lindane, chlordane | insectes Bioamplification
Organoplosphorés | Parathion. Newotoxique Persistances dans les
Diazinone, milienx
Malathion Hydrosolubles
Carbamates Carbaryl Neurotoxique Hydrosolubles
Aldicarbe
Herbicides | Les Triazines Atrazine Agit sur la Trés hydrosoluble
photosynthese Toxique pour le
Utilisé dans les cultares | phytoplancton et les
de mais algues d’eau douce
Dérivé des Paraquat Désherbant de la vigne | Lésions pulmonaires
pyridines uréversibles
Les Urées Diuron Inhibiteur de la Toxicité faible pour
substituées photosynthése I"homume
Les acides Glyphosate Désherbant total Toxicité faible due ala
organiques pénétration difficile
dans les feuilles
Fongicides Pentachlorophénol | Tue les champignons Hautement toxique pour
(PCP) lignivares I'homme




+ protéger les végétaux ou les produits végétaux contre tous les organismes
nuisibles ou a prévenir leur action.

+ exercer une action sur les processus vitaux des végétaux, pour autant
quil ne s’agisse pas de substances nutritives (par exemple, les
régulateurs de croissance).

+ assurer la conservation des produits végétaux, pour autant que les
substances ou produits ne fassent pas l'objet de dispositions particulieres
du Conseil ou de la Commission concernant les agents conservateurs ;

+ détruire les végétaux indésirables, ou détruire des parties de végétaux

+ freiner ou prévenir une croissance indésirable des végétaux.

e Les biocides (au sens de la directive 98/8/CE) : les produits dénommés
anciennement « pesticides a usage non agricole » sont maintenant appelés
« produits biocides ». Ils concernent « les substances actives et les
préparations contenant une ou plusieurs substances actives destinées a
détruire, repousser ou rendre inoffensifs les organismes nuisibles, a en
prévenir l'action ou les combattre de toute autre maniére par une action
chimique ou biologique». Les biocides sont destinés a des usages
domestiques, par exemple dans des applications comme la protection du bois
contre les champignons ou les termites, les insecticides ménagers, les

produits antiparasitaires (anti-acariens, antipuces), etc.

Malgré leur role tres important en raison de leur capacité a limiter les insectes, les
mauvaises herbes et les autres parasites, la plupart des pesticides présentent un
risque potentiel pour la santé humaine, les animaux ou l’environnement car ils
sont extrémement toxiques et peuvent provoquer des problemes de santé graves
tels que certains cancers, des malformations congénitales, des problémes
d’infertilité, des  problémes neurologiques, un  affaiblissement du
systéemeimmunitaire, et d’autres effets qui peuvent apparaitre au cours du temps

(Ben oujji 2012 ).



L’influence des pesticides sur la santé humaine et 'environnement dépend en
grande partie de la quantité appliquée, de leurs propriétés toxicologiques et
écotoxicologiques et de leur persistance dans le sol et dans 'eau (ID EL Mouden
omar 2010). L'organisation mondiale de la santé (OMS) classe les pesticides par
dangerosité en se basant sur leur dose létale (DL) médiane orale ou cutanée, et
plus sur la DL50 (nombre de milligramme de matieres actives par kilogramme de

masse corporelle, nécessaire pour tuer 50% d’un échantillon test d’animaux).
Chaque pesticide peut étre placé dans une des quatre classes suivantes :

Ia, extrémement dangereux.
Ib, trés dangereux.

II, modérément dangereux.

-+ + ¥

II1, légerement dangereux.

1.2.1 Les organophosphorés

Parmi les pesticides, les composés organophosphorés (OP) sont les plus utilisés et
les plus variés sur le marché actuellement, ils représentent plus de 40 % des
insecticides employés aujourd’hui dans le monde (Andreescu, 2002). Ces produits
font partie de la seconde génération d’insecticides, ils ont été développés a partir
d’armes chimiques utilisées durant la Seconde Guerre Mondiale (Istamboulie,
2009). Les OP présentent une structure générale incluant un groupement
phosphate (P=0) ou phophorothioate (P=S) (Figure 1), un groupement partant R3,
sensible a I'hydrolyse et échangeable avec des réactifs nucléophiles, et deux
substituants R1 et R2 possédant une stabilité accrue vis-a-vis de l'’hydrolyse
(Elisabeth, 2008). Leur action insecticide, tout comme leur toxicité pour les
Hommes, vient de I'inhibition irréversible de I'acétylcholinestérase (AChE), qui se
trouve bloquée sous une forme phosphorylée inactive. Cette inhibition provoque
Paccumulation du neurotransmetteur acétylcholine au niveau de la synapse,
provoquant une sur-stimulation cholinergique et ainsi une paralysie du systéme
nerveux entrainant la mort de I'insecte (Fournier, 1988). Pour les étres humains,

Iexposition a ces produits peut étre a lorigine d’intoxications aigiies (crises



cholinergiques) ou entrainer la mort par paralysie musculaire (arrét cardiaque).
L’importance des risques encourus par '’homme implique donc la mise en place de
directives permettant de limiter la présence de pesticides organophosphorés dans

l'eau et dans 'alimentation.

Ri—0_ X
F
R—0  Rs

X=0ouSs

Figure 1 : Structure générale des organophosphorés.

1.3. Pesticides et santé
1.3.1. Situation dans le monde

L’utilisation des pesticides a connu un développement important au cours des
derniéres décennies. Elle a fortement contribué a 'amélioration des rendements
agricoles et permis un énorme progres dans la maitrise des ressources alimentaires

(Camard et Magdelaine, 2010).

La France se situe parmi les tous premiers pays utilisateurs des pesticides au
niveau mondial (Baldi et Lebailly, 2007). On parle d'environ 80 a 100 000
tonnes/an de pesticides sur le territoire francais (Narbonne, 2008). Les pesticides
les plus couramment utilisés sont les herbicides (42%) suivi par les fongicides

(37%) et les insecticides (9%) (Lebailly et al., 2009).

C’est le premier consommateur européen et le quatrieme consommateur mondial
de pesticides derriere les KEtats-Unis, le Brésil et le Japon (Camard et

Magdelaine, 2010).



Le Maroc importe annuellement une quantité moyenne de 8000 tonnes de
pesticides a usage agricole dont les insecticides occupent la premiere place (35-40
%) suivis des fongicides (35%), les herbicides (15 %). Le reste (10%) est constitué
par les autres catégories de pesticides (nématicides, acaricides, ...etc.) (Benzine,

2006).
1.3.2. Pesticides et toxicité

L'intoxication aux pesticides est une cause importante de morbidité et de mortalité

a travers le monde (Achour et al, 2011).

Les pesticides, de par leurs propriétés intrinseques, représentent un danger
potentiel pour l'homme en cas de contact inopiné (Tableau 2). Leur usage,
professionnel ou domestique, suscite de nombreuses interrogations quant aux
conséquences déléteres qu'ils pourraient avoir sur la santé. Si les effets des
intoxications aigués sont assez bien connus, les conséquences a long terme, suite a

des expositions chroniques, le sont beaucoup moins (Multigner, 2005).

1.3.2.1 Toxicité aigue

En population générale, les effets aigus des pesticides, faisant suite a une
exposition a de fortes doses, sobservent rarement. Ils surviennent en cas
d’empoisonnements accidentels (Jardiniers amateurs, accidents chez des enfants)

ou volontaires (suicides) (Camard et Magdelaine, 2010).

Selon le rapport de 'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), le nombre annuel
d’intoxications par pesticides est estimé entre 1 et 5 millions, dont plusieurs

milliers de cas mortels.

Les résultats d'une étude rétrospective réalisée au Maroc montrent qu’il s’agissait
essentiellement d’'intoxications isolées (93,7 %) qui se sont produites a domicile
dans 81,9 % des cas, en milieu professionnel (3,8 %), dans un lieu public (1,4 %) et

au sein des écoles (1,03 %) (Rhalem et al., 2009).

Les pays en développement sont particulierement touchés par ce fléau en raison

d’'un manque de réglementation, de systemes de surveillance et d'une insuffisance



d’acceés aux systémes d’'information. Selon un rapport commun publié par la FAO
(Organisation des Nations unies pour l'alimentation et l'agriculture), le PNUE
(Programme des Nations unies pour l'environnement) et 'OMS, les pays en
développement qui n’utilisent que 25 % des pesticides produits dans le monde,
enregistrent 99% des intoxications mortelles dues a ce type de produit. (Idrissi et

al., 2010)

Le risque d’exposition est important, chez les agriculteurs qui utilisent
fréquemment des doses importantes de produits. Les effets observés sont des
bralures au niveau des yeux, des lésions cutanées, des troubles neurologiques et
hépatiques, des manifestations digestives et respiratoires, des troubles cutanéo-

mugqueux et rhino-pharyngiques (Camard et Magdelaine, 2010).

1.3.2.2. Toxicité chronique

La toxicité chronique est, quant a elle, nettement moins bien connue et beaucoup
plus difficile a mettre en évidence. Elle peut étre associée a une absorption de
faibles quantités de pesticides présents dans différents milieux sur une longue
période de temps. Elle peut provoquer différents problemes de santé : cancers,
problemes de reproduction et de développement, affaiblissement du systéme

immunitaire, troubles hormonaux et neurologiques (Stéphanie, 2006).
1.3.2.3. Pesticides et cancers

La part réelle des expositions environnementales ou professionnelles (notamment

aux pesticides) comme facteurs de risque des cancers est sans doute sous-estimée.

Cest particulierement vrai pour la France qui est le premier utilisateur de
pesticide en Europe. On estime aujourd’hui que la part attribuable aux expositions
professionnelles représenterait 2 a 8 % de la mortalité par cancer (soit 3000 a

12000 déces par année en France) (Baldi et Lebailly, 2007).

Certains pesticides ont montré des interférences potentielles avec le bon
fonctionnement des régulations hormonales et ont été baptisés perturbateurs

endocriniens. Leur implication dans la genese de certains cancers

10



hormonodépendants (cancer de la prostate et du sein) est vraisemblable, mais
toutefois pour un nombre limité de molécules (Karami-Mohajeri et Abdollahi,

2011).

Les données épidémiologiques du cancer du sein, en faveur d'une véritable
pandémie, et le caractere bien établi de son estrogéno-dépendance suggerent de
nouveaux facteurs de risque qui pourraient impliquer les xénoestrogénes, en

particulier les pesticides organochlorés (Fenichel et Brucker-Davis, 2008).

Les pesticides organochlorés sont des perturbateurs endocriniens, qui peuvent agir
en perturbant la fonction physiologique des hormones endogeénes et donc,

éventuellement, augmenter le risque de cancer de la prostate (Kumar et al, 2010).

1.3.2.4. Pesticides et effets neurologiques

Les pesticides sont le principal facteur de I'environnement associé a I’étiologie des

troubles neurodégénératifs chez 'homme (Astiz et al, 2009).

La maladie de Parkinson est une maladie neurodégénérative d’origine
multifactorielle faisant intervenir des facteurs environnementaux et génétiques.
Parmi les facteurs de risques environnementaux, les résultats d’études
épidémiologiques et toxicologiques sont en faveur dune association entre

Iexposition aux pesticides et la maladie de Parkinson (Moisan et Elbaz, 2011).

1.3.2.5. Pesticides et effets sur la reproduction

L'exposition aux pesticides peut étre une cause majeure des troubles de la
reproduction chez 'homme et I'animal (Casas et al, 2010). Chez des familles
d’agriculteurs, I’étude a rapporté des cas de retards de fécondité, avortements
spontanés, morts feetales, accouchements prématurés, tératogenese, mais aussi

des anomalies de 'appareil sexuel (Narbonne, 2008)(tableau 2).
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Tableau 2 : Toxicité des principales familles de pesticides (Onil et Louis 2001)

CLASSE

Nitrophénols
(dérivés)
DNOC*

‘Dinocap

Organochlorés
Dicofol
Diénochlore
Endosulfan
Lindane
Méthoxychlore
Ete.

NATURE DES

EFFETS
TOXIQUES

Irritants cutanés

et oculaires.
Augmentation de
lactivité cellulaire
et de la production

de chaleur

Atteinte du
systéme nerveux
central
(interférence avec
la transmission
des impulsions
nerveuses).

Une partie

importante de la

SYMPTOMES
INTOXICATION
AIGUE

MODERES A SEVERES :
Sensation de chaleur,
assechement de la peau,
augmentation du rythme
respiratoire, nausées,
problémes gastriques,
somnolence, sudation
excessive, tachycardie,
cyanose, collapsus et
coma.

Atteintes hépatiques,
rénales et du systéeme

nerveux central possibles.

LEGERS :
Etourdissement, nausées,
vomissements, céphalées,
désorientation,
perturbations de
I’équilibre.

MODERES A SEVERES :
Hyperexcitabilité,

anxiété, faiblesses

INTOXICATION
CHRONIQUE

L'intoxication chronique
au DNOC a été associée a
des symptomes de type
hyperthyroidien.

Le dinocap est un
sensibilisant cutanée
possible. La formation de
cataractes et des atteintes
hépatiques ont été
observées.

Chez les animaux, des
atteintes rénales et
gastriques ont été

observées.

Des altérations de
lactivité électrique du
cerveau et des altérations
cellulaires au

niveau du foie et des reins
sont

possibles. Certains de ces

produits ont



Organophosphorés
Chlorpyrifos
Diazinon
Malathion
Méthamidophos
Parathion

Etc.

Carbamates
Aldicarbe
Carbaryl
Propoxur

Etc.

dose absorbée
peut-étre
accumulée dans

les tissus adipeux

Inhibition
irréversible des
cholinestérases.
Une toxicité
additive
1mportante est
possible avec les
organophosphorés.
Une neuropathie
retardée a été
observée

avec certains
organophosphorés.
Avec les
insecticides
carbamates,
I'inhibition des
cholinestérases est
plus facilement
réversible et les
effets

sont généralement

moins importants.

musculaires,
incoordination,
tremblements,
convulsions, coma, arrét

respiratoire

LEGERS :

Céphalées,
étourdissements,
transpiration,
larmoiements, salivation,
vision trouble, serrements
de poitrine, fasciculations
des muscles (paupieres,
levres et langue).
MODERES :

Douleurs abdominales,
nausées, vomissements,
diarrhée, hypersécrétions
bronchiques, bradycardie
ou tachycardie,
fasciculations
musculaires,
tremblements, faiblesse et
fatigue.

SEVERES :

Myosis intense,
transpiration,
Incontinence, confusion,
cedéeme pulmonaire,
respiration difficile,

cyanose,

induit des cancers chez

l'animal.

L'exposition répétée aux
organophosphorés (OP)
peut avoir un effet
cumulatif. L'exposition
chronique aux OP a
parfois été associée a des
atteintes du systéme
nerveux central ou a des
effets sur les fonctions
neurophysiologiques
périphériques.

La possibilité de
probléemes hépatiques,
rénaux, immunologiques,
cardiovasculaires,
endocriniens,
respiratoires,
hématologiques,
oculaires,
gastrointestinaux

et des modifications du
comportement ont aussi
été soulevées dans le cas
des organophosphorés.
L'apparition de certaines

formes de cancer a aussi
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Pyréthrinoides
Cyperméthrine
Deltaméthrine
Fenvalérate
Perméthrine
Pyréthrines

Etec.

Faible toxicité
systémique.
Irritants cutanés
et

oculaires.
Réactions
allergiques

possibles

défaillance
cardiorespiratoire,
convulsions, perte de

conscience et coma.

LEGERS :

Irritations et sensations
temporaires de brilures
lors de contact cutané ou
oculaire.

MODERES A SEVERES
(ingestion d’une forte
dose) :

Salivation, douleurs
épigastriques, nausées,
vomissements, céphalées,
étourdissements, fatigue,
fasciculations
musculaires, convulsions,

perte de conscience.

été associée a l'utilisation
des OP.

- Des effets chroniques
n'ont que rarement été
rapportés pour les

carbamates

Les pyréthrines
naturelles sont parfois
assoclées a des réactions

allergiques.
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1.4 Pesticides en Algérie

Les enquétes aupres des agriculteurs et des revendeurs ont permis de donner un
apercu sur les pesticides en Algérie, dont I'utilisation est faible comparée aux pays

développés.

Les pesticides les plus utilisés en Algérie sont les fongicides et les insecticides
contrairement aux pays développés aux pays développés ou les herbicides occupent
la premiere place. Malgré cette faible utilisation, il a été relevé en matiere de santé,
un taux relativement élevé de cas d’allergie parmi les utilisateurs de pesticides et

qui peut s’expliquer (Dahoun - Tchoulak et Moussaoui, 2003).

1.5. Les voies d’exposition

Les voies d’exposition sont trois :
# Exposition respiratoire (par inhalation)
+ Exposition orale (par ingestion)
# Exposition par contact cutané

La figure 2 explique le mode d’exposition de 'homme et des milieux par les

pesticides (CPP 2002) .
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Figure 2 : mode d’exposition de ’'homme et des milieux par les pesticides (CPP

2002)
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II. Le biorécepteur : acétylcholinestérase

Le terme de cholinestérase a été proposé en 1932 pour décrire une enzyme capable
d’hydrolyser I'acétylcholine (Lejus et al, 1998). Quelques années plus tard, des
commissions internationales de nomenclature biochimique ont entériné 'existence
de deux formes distinctes de ChE qui different par leur origine, leur structure, leur

spécificité d’action et leur fonction physiologique (Cardon et al, 2005)

Le biorécepteur est 1'élément du biocapteur qui doit assurer la reconnaissance
moléculaire du composé a détecter. Il doit présenter, par rapport a cette substance
cible, une bonne affinité, une bonne sélectivité, ainsi qu'une réponse rapide
(Déjous, 2005). Au moins trois types de molécules biospécifiques peuvent jouer le
role de biorécepteur : les immunoespeces (anticorps, antigene), les enzymes et les
acides nucléiques (ADN, ARN), qui servent a concevoir respectivement des
capteurs immunologiques, des capteurs enzymatiques, et des biopuces. Il est

également possible de concevoir des biocapteurs a base de cellules entieres.

Dans notre étude, le biorécepteur utilisé est une enzyme qui appartient a la famille
des hydrolases : I'acétylcholinestérase dont les caractéristiques sont présentés ci-

dessous.
I1.1 Role physiologique et structure

Dans les jonctions neuromusculaires et interneurales, la terminaison nerveuse
libere un médiateur chimique, 'acétylcholine, qui va permettre la transmission de
I'influx nerveux. Lors dune stimulation nerveuse, l'acétylcholine libérée des
terminaisons nerveuses dans lespace synaptique, active les récepteurs
cholinergiques post-synaptiques. L'interaction de 'acétylcholine avec le récepteur
provoque une dépolarisation de la membrane postsynaptique, générant ainsi un

potentiel d’action qui assure la transmission du signal nerveux.

L’hydrolyse de l'acétylcholine par une enzyme (acétylcholinestérase), permet au

systeme de revenir a son état de repos (Bocquené et al, 1997) (figure 3)

17



Neurone pré-synaptique

Neurone post-synaptique

’ AChE membranaire

@ AChE soluble
¢ Acétyicholine
® lon sodium
L Acétate

A\ Choline

@ Récepteur nicotinique
nAChR

Canaux sodium
Voltage dépendant

(| High Affinity Choline
Uptake

Figure 3: Hydrolyse de l'acétylcholine par 'TAChE au niveau de la synapse

cholinergique (Ben oujji, 2012)



L'acétylcholinestérase ou « enzyme parfaite » (Quinn, 1987), est une des enzymes
les plus efficaces et les plus rapides connues actuellement (une efficacité

d’hydrolyse (turnover) de 1000 a 20 000 molécules /seconde selon 'espéece).

Elle appartient a la famille des hydrolases et elle est exprimée au niveau du
systeme nerveux central et des muscles, son role comme décrit ci-dessus est
d’hydrolyser le neurotransmetteur acétylcholine afin de terminer la transmission

de I'influx nerveux et restaurer ainsi ’excitabilité des synapses cholinergiques.

L’acétylcholinestérase est une protéine complexe qui posseéde un centre actif, une
multitude de sites périphériques et de nombreux domaines hydrophobes (figure
4). Le site actif, région particuliere de l'enzyme ou se déroule la réaction
enzymatique, posseéde une taille restreinte par rapport a la taille globale de
I'enzyme. Ce site actif de TAChE possede un site catalytique qui peut étre

décomposée en 2 parties :

) Le sous-site anionique responsable de la stabilisation du substrat lors
de la catalyse par fixation de 'ammonium quaternaire de la partie choline
de 'ACh. Il était admis, jusque dans les années 1990, que cette liaison se
faisait par interaction électrostatique entre la charge positive de
Pammonium et la charge négative d’'un groupement carboxyle libre de
I'enzyme (Rosenberry, 1975). Cette interaction est stabilisante, mais en
réalité un transfert de charge entre la charge positive de I'ammonium
quaternaire de ’ACh et les électrons m du noyau indole du Tryptophane
(Trp) l'est beaucoup plus (Gallivan et Dougherty, 1999). Ce sous-site est
composé d'une majorité de résidus aromatiques et il est estimé que plus de
50% de I’énergie de stabilisation provient de ce dernier (Badiou, 2007).

o Le sous-site estérasique, contenant la triade catalytique Ser200,
His440 et Glu327 (numérotation d’apres la séquence de TAChE de Torpedo
californica qui est la premiere structure tridimensionnelle résolue), Cette
triade est localisée a la base d’'une gorge étroite de 20 A° de profondeur
(Sussman et al, 1991) et qui est alignée de 14 résidus aromatiques. Ce site
constitue le lieu de la catalyse (Eldefrawi, 1985) ainsi que la cible de

certains insecticides, qui agissent en bloquant de maniéere irréversible
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I'enzyme (Remy et al., 1995). Dans un premier temps, la partie acétyle de
la molécule d’ACh se fixe et forme un intermédiaire tétrahédrique. Le trou
oxyanion favorise la formation de cette intermédiaire en accueillant
l'oxygeéne négativement chargé du carbonyle de ’ACh. I’His440 joue un role
important en se comportant comme un catalyseur pour la formation et la
décomposition de I'intermédiaire. Au sein du sous-site estérasique se trouve
une petite cavité hydrophobe appelée, poche acyle, qui stabilise le
groupement méthyle de la partie acétate et confere un réle de sélectivité du
substrat. La mutagenese dirigée a montré que le remplacement des résidus
impliqués dans la poche acyle induisait une spécificité plus large de
substrat. L’hydrolyse de ’ACh implique la participation du N de I'imidazole
de I’histidine qui va attirer le proton de I'hydroxyle de la sérine du site actif,
le rendant plus mobile et favorisant I'interaction de I'oxygene de la sérine
avec le centre électrophile de TACh. Une fois le complexe intermédiaire non
covalent enzyme substrat formé (k+1), TAChE est acétylée par estérification
de I'hydroxyle de la sérine active (k2) et la partie choline est libérée.
L’enzyme est régénérée (k3) lorsque 'atome d’oxygene d’'une molécule d’eau,
électronégatif, attaque le site électrophile du carbonyle du groupement

acétyle produisant de 'acide acétique (Badiou, 2007).

En plus de ce site, I'enzyme posséde également un second site actif, appelé "site
périphérique anionique" comportant des groupements périphériques secondaires

qui permettent la fixation de ligands (Marcel, 1999).

L’utilisation de 'AChE pour la détermination des insecticides a été largement
décrite et la littérature propose une gamme variée de systémes impliquant cette
enzyme en solution ou immobilisée. Ces systémes sont basés sur la détermination
de lactivité de 'enzyme avant et apres contact avec I'inhibiteur, la diminution
d’activité induite est alors fonction de la concentration de I'insecticide. Ce principe
représente la base analytique des biocapteurs a AChE pour la détection des

insecticides (Istamboulie, 2009).
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Site actif estérasique

Site anionique

Figure 4 : représentation schématique de 'acéthylcholineestérase (kryger et al,

1999)



Il existe chez 'homme deux cholinestérases différant par leur origine, leur lieu de
synthese, leur structure, leur spécificité d’action, leur fonction physiologique et

I'indication de la mesure de leur activité.

» Acétylcholinestérase ou cholinestérase globulaire ou encore cholinestérase

vraile

Elle a une affinité presque exclusivement spécifique pour son substrat naturel,
lacétylcholine. Elle est synthétisée dans le globule rouge (ou son réle n’est pas
connu) et le tissu nerveux. Elle est présente essentiellement au niveau des
synapses dans le tissu nerveux et a la jonction neuromusculaire, dans la substance
grise, les poumons et la rate. Son role physiologique est d’assurer le
fonctionnement des synapses acétylcholinergiques, en évitant 'accumulation du
neurotransmetteur. Elle est aussi présente de facon anormale dans le liquide

amniotique au cours du défaut de fermeture du tube neural. (Lauwerys, 1999)
» Butyrylcholinestérase ou cholinestérase sérique ou pseudocholinestérase

Elle a une affinité beaucoup plus large ; elle peut hydrolyser un grand nombre
d’esters synthétiques et naturels, y compris I'acétylcholine et la succinylcholine.
Elle est retrouvée dans le plasma ou le sérum, dans le foie (siege de sa synthese),
le pancréas, I'intestin et d’autres tissus. Son role physiologique n’est actuellement
pas connu. Le dosage de chacune de ces enzymes est effectué par une technique

colorimétrique, mesurant la cinétique d’hydrolyse a ’aide d’'un substrat défini :

la butyrylthiocholine pour la cholinestérase sérique (trés stable a température
ambiante), l'acétylthiocholine pour la cholinestérase globulaire. (Lauwerys ,

1999) (Cardon et al 2005)

La mesure de lactivité enzymatique de la cholinestérase sérique est indiquée
comme témoin de I'intoxication par les insecticides organophosphorés au cours du
suivi biologique des travailleurs exposés et a chaque fois qu'une intoxication aigué
accidentelle est suspectée. Il est inutile d’évaluer son inhibition au cours d'une
intoxication par les carbamates, car la liaison est rapidement réversible (y compris
dans le tube d’échantillon apres le prélevement). Elle est utile également pour

évaluer une atteinte hépatique grave (diminution de sa synthese) et rechercher
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une anomalie de production qualitative se traduisant par un ralentissement de la
destruction de certains types de curarisants : son activité est dans ce cas
généralement au-dessous de la normale. La mesure de lactivité de la
cholinestérase globulaire permet de confirmer une intoxication aigué ou chronique
par un pesticide organophosphoré. Dans le liquide amniotique, cette méme
cholinestérase est présente au cours d'une pathologie grave de 'embryogeneése se

traduisant par un défaut de fermeture du tube neural. (Lauwerys , 1999)

I1.2 Mécanisme d’inhibition

Les OP, tres lipophiles, franchissent aisément toutes les barrieres biologiques et
se fixent de fagcon covalente aux cholinestérases de la jonction synaptique des fibres
du systéme nerveux central, non dosables en pratique courante. Ils se fixent
également aux acétylcholinestérases érythrocytaires (AChE-Er) et aux
pseudocholinestérases ou « butyrylcholinestérases » du foie et du plasma. Ces
dernieres sont tres sensibles mais peu spécifiques, renseignant généralement sur
une exposition a un inhibiteur des cholinestérases. Méme si une faible quantité
franchit la barriéere hématoencéphalique, elle suffit pour inhiber en quelques
secondes pratiquement toute I'activité acétylcholinestérasique (AChE) (Worek et
al, 2005) ,( Bismuth , 1993). Il s’agit d'une véritable 1ésion biochimique puisque
les OP viennent occuper, en le phosphorylant, le site estérasique de I'enzyme,
s’opposant ainsi a ’hydrolyse physiologique de 'acétylcholine en choline et en acide
acétique. Soixante-quinze grammes d’acétylcholine sont normalement
hydrolysables en une heure par 1mg denzyme (Bismuth,1993). La
déphosphorylation de I'enzyme inhibée par I’'OP est tres lente ; dans un deuxieme
temps, la phosphorylation devient irréversible par déalkylation ; cest le
phénomene d’« aging » ou vieillissement de ’enzyme qui devient, d'une part, non
fonctionnelle et, d’autre part, non réactivable (Worek et al 2005),( Worek et al
2004). Dans ce cas, c’est la synthese de nouvelles cholinestérases qui permettra le
retour a une activité fonctionnelle normale. Le résultat de I'inhibition des
cholinestérases est 'accumulation d’acétylcholine ; ce dernier est le médiateur

chimique de la transmission de l'influx nerveux au niveau des ganglions du
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systéme nerveux autonome et de la jonction neuromusculaire (récepteurs
nicotiniques), des fibres postganglionnaires du systéme parasympathique
(récepteurs muscariniques, inhibés par 'atropine) et du systeme nerveux central

(Milan Jokanovic et al 2006)

Les produits organophosphorés (insecticides, gaz de combat) sont des inhibiteurs
puissants et irréversibles des cholinestérases, conduisant a une accumulation

synaptique d’acétylcholine (Lauwerys ,1999)

Les inhibiteurs de l'acétylcholinestérase peuvent étre classés selon leurs modes
d’action, on cite les inhibiteurs pseudo-irréversibles, irréversibles, analogue d’état
de transition et les inhibiteurs réversibles. 'inhibition de TAChE par de nombreux
neurotoxiques tels que les métaux lourds et les organophosphorés provoque une
transmission permanente de l'influx nerveux, causant de nombreuses anomalies
telles que la paralysie et méme la mort (Matozzo et al., 2005). Parmi les
inhibiteurs de I'AChE, les plus connus sont certains gaz de combat et les
insecticides organophosphorés et carbamates. Le mécanisme d’inhibition par ces
derniers est basé sur la formation d'un complexe carbamylé ou phosphorylé qui est
plus stable que la forme acétylée. Cependant la forme carbamylée s’hydrolyse
rapidement (inhibition réversible) alors que la réactivation de la forme
phosphorylée est beaucoup plus lente (inhibition quasi-irréversible) voire
1impossible (inhibition irréversible) selon la nature de l'organophosphoré (Lotti,
1995). Le mécanisme d’inhibition de l'acétylcholinestérase par les

organophosphorés est représenté ci-dessous :

I ky RO ky 2

R( I
ACRE-OH+  “p—0-R' <™ ACHE—0""" . -d;ﬁ-o-n'—> AChE-0-P—(OR)2+ R'OH
RO
k) 0 enzyme phosphorylée

L’inhibition commence par la formation du complexe enzyme-inhibiteur (complexe
de Michaelis), suivie par la phosphorylation qui inactive I'enzyme de maniere

irréversible
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I1. Métabolisme hépatique

Le foie est un organe plein situé dans la cavité abdominale (Martin et al., 2008). Il est
responsable de plusieurs fonctions métaboliques, fournissant au corps 1’énergie qui lui est
nécessaire. Il régularise la production, le stockage et la libération des sucres, des graisses et du
cholestérol. Le foie aide a nettoyer le sang et a débarrasser I'organisme des poisons.

Les pesticides sont des poisons trés dangereux et le foie ne peut pas se débarrasser d'eux.
Des dommages sévéres du foie peuvent survenir apres une serieuse intoxication ou apres avoir

travaillé avec les pesticides pendant plusieurs années (Liz et Alan, 2004) (figure 5).

Chez les mammiféres, les insecticides organophosphorés (OP) sont rapidement
métabolisés, principalement par le foie, méme si une petite fraction reste stockée dans les tissus
adipeux (Bakke and Price, 1976; Kamrin, 1997).

Ce métabolisme se fait par des voies différentes. L une d’entre elles est la désulfuration
oxydative de la double liaison avec le phosphore, par un cytochrome P450 du foie (qui est
spécifique a I’OP). (Costa, 2006).

Toutefois, dans une étude, une légére augmentation des enzymes sériques hépatiques
(les transaminases) a €té observée et corrélée avec la concentration de dieldrine sérique chez

des travailleurs exposes aux pesticides (Morgan et Roan 1974 ; Morgan et Lin 1978).
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Figure 5: La physiologie hépatique (Martin et al, 2008)
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I. Protocole expérimental

I.1 Choix des animaux

Le travail a porté sur des rats adultes males de type « Wistar » élevés a 'animalerie
au niveau du département de Biologie, Faculté des sciences de la nature, de la vie,

des sciences de la terre et de I'univers, Université de Tlemcen.

Les rats sont maintenus dans des conditions favorables délevage a une
température de 25 a 30°C et un taux d’humidité entre 60 et 70%. Ces animaux sont
nourris par le régime standard a 19 % de protéines, fabriqués par 'ONAB (Office
Nationale d’Aliment de Bétail, Remchi Wilaya de Tlemcen), et boivent de I'eau de

robinet a volonté.

Apres une semaine d’adaptation, chaque rat a été gavé 3 fois par semaine pendant

trols mois.
Ainsi, deux lots de rats sont répartis comme suit :

- 1lier Jot témoin : constitué de 4 rats recevant par gavage de '’huile de mais (0.8

ml par 200 g de poids corporel).

- 2¢éme Jot expérimental : constitué de 4 rats recevant par gavage de l'huile de
mais contenant x a une dose de DL50/10 (5,62 ul dans 0,8 ml d’huile de mais par
200 g de poids corporel/jour).

La dose gavée par le chlorpyrifos aux rats est :
e DL50 =135mg/kg

e DL50/10 = 13,5 mg/kg

Les gavages sont réalisés un jour sur deux pendant trois mois d’expérimentation.

Le poids corporel et la nourriture ingérée sont notés quotidiennement.

A la fin de l'expérimentation (aprés trois mois), les rats de chaque lot sont
anesthésiés a 'aide d'une injection intra péritonéale d'une solution de chloral a

10% (0,3 ml par 100g de poids corporel), apreés 12 heures de jetine. Le sang est



prélevé par ponction dans l'aorte abdominale. Une quantité de sang est recueilli
sur des tubes héparinés puis centrifugé a 3000 tours/min pendant 15 minutes. Le
plasma est immédiatement utilisé pour le dosage de Tlactivité de la
butyrylcholinesterase plasmatique. Le culot des tubes héparinés est récupéré, lysé
avec 2 volumes d’eau distillée glacée puis incubé pendant 15 min au réfrigérateur
(2-8 °C). Celui- ci est centrifugé a 4000 t/min pendant 10 min. le surnageant
récupéré constitue le lysa érythrocytaire qui servira pour le dosage de I'activité de
la butyrylcholinesterase érythrocytaire. Le cerveau est soigneusement prélevé,
rincés avec du NaCl a 9%o, ensuite pesés puis mis dans un bac de glace (4°C). Une
partie aliquote de l'organe est broyée a l'ultraturax dans le tampon phosphate/
EDTA, pH=7,2, additionné de SDS, 1% (sodium dodécyl sulfate) (1/1, v/v), et
centrifugation a 3000 tours pendant 10minutes. I homogénat obtenu sert pour le

dosage des protéines et pour l'activité de la butyrylcholinesterase cérébrale.

1.2 Préparation de la solution de chlorpyrifos ethyl :
Utilisation : le chlorpyrifos ethyl est un insecticide organophosphoré a large
spectre. Son nom pour l'utilisation professionnelle est le Dursban, de Formule

moléculaire brute : COH11CISNO3PS et de Structure chimique :

P
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I1. Parameétres biochimiques

II.1 Dosage de ’activité de la butyrylcholinesterase

L'activité cholinestérasique est mesurée au niveau de trois compartiments : sang
total dilué au 1/100, plasma dilué au 1/20 et érythrocytes dilués au 1/100 par la
méthode colorimétrique de Ellman (Ellman, et al ., 1961). Le substrat utilisé est
I'iodure de butyryl thiocholine (pour BChE), qui est hydrolysé respectivement en
acide butyrique et en thiocholine, Le groupement thiol de la thiocholine réduit le
DTNB en TNB (acide5-thio (2-nitrobenzoique)), composé jaune qui possede une
absorbance maximale a 412-415 nm. [augmentation de la coloration dans le temps
indique la formation de thiocholine qui est le reflet del’activité de I'enzyme, selon

la réaction suivante :

BChE

BTC + HBO ———» Acide butyrique + TC
TC+ DTNB TC-TNB + TNB

BTC : Iodure de butyryl thiocholine
TC : thiocholine

DTNB : dithiodinitrobenzéene

TNB : thionitrobenzéne

COOH HOOC

Figure 6 : Acide 5,5’-dithiobis (2-nitrobenzoique), DTNB ou réactif d’Ellman.
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Le Chromogeéne : composé incolore qui apres réaction chimique se transforme en
composé doué de propriétés chromatiques.

La variation de densité optique de chaque échantillon est convertie en unité qui
représente le nombre de micromoles de substrat hydrolysé; par minute et par ml
d'échantillon. Cette unité est fonction de la dilution de l'enzyme, du coefficient

d'extinction du D.T.N.B., de la Do nette/mn.

Selon I'’équation suivante :

ADo g—i X dilution de l'chantillon .
A= X X 10
1.36 x 10* 103
Avec
e A = Activité cholinestérasique (en umoles de substrat hydrolysé/mn/ml
d'échantjllon) ,
e D. O. nette/mn = Densité optique nette par minute,
e 1,36.10 4 = Coefficient d'extinction du DTNB ;
e 3,2/0,1 = Taux de dilution de I'enzyme dans la cuvette

103 = Moles de substrat/ml;
106 = umoles de substrat/ml.

I1.2 Détermination de l’activité cholinestérasique cérébrale

Les dosages sont effectués sur les parties droites des prélévements conservées a -
80°C jusqu’au moment du dosage. L’activité ChE et les taux de protéines sont
déterminés sur les structures cérébrales. Aprés broyage et extraction de celles-ci,
réalisés selon le protocole suivant :

- homogénéisation des structures cérébrales au potter de Thomas (1300 tr/min),
refroidi par de la glace fondante, dans 700 pLi d’'une solution de saccharose 0,32
mol.L-1/ TRIS/HCI1 50 mmol.L-1 pH 7,4 ; - centrifugation de 'homogénat 15 min a
1000 g a 8°C ; - le surnageant est prélevé et conservé sur de la glace pilée jusqu’a
I'analyse qui intervient dans la demi-heure : mesure de l'activité ChE et dosage

des protéines.
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I1.3. Détermination des teneurs en protéines totales

Les protéines totales sont dosées sur ’homogénat du cerveau par la méthode de
LOWRY et al. (1951) utilisant ’albumine sérique bovine comme standard (Sigma
Chemical Company, St Louis, MO, USA).

Cette méthode est basée sur l'utilisation du réactif de biuret. Les ions cuivre en
milieu alcalin réagissent avec les liaisons peptidiques des protéines pour former
un complexe coloré. La lecture se fait a une longueur d’onde de 550 nm (Kit

Spinreact).

II.4. Détermination de l’activité enzymatique des transaminases (TGO,

TGP) (kit Spinreact)

Les transaminases permettent le transfert du groupement aminé d’'un acide aminé
sur un acide a cétonique. L’acide aminé est alors transformé en acide cétonique
correspondant et 'acide a cétonique en acide aminé. Les deux principales réactions
de transamination sont catalysées par les transaminases glutamo-oxaloacétique
(TGO) et glutamo-pyruvique (TGP). La détermination des activités enzymatiques
des transaminases se fait au niveau des organes (foie, cceur, rein, muscle) et

permet d’apprécier I'atteinte tissulaire et la cytolyse (Valdiguie, 2000).

L’enzyme transaminase catalyse le transfert du groupe amine de I'aspartate (pour
la TGO) ou de l'alanine (pour la TGP) vers l'oxaloglutarate avec formation de
glutamate et d’oxaloacétate (pour la TGO) ou du pyruvate (pour la TGP). Les
mesures sont effectuées a 'aide de réactions couplées pour permettre I'utilisation
du coenzyme NADH/H* dont on mesure la diminution d’absorbance. Ainsi,
loxaloacétate est réduit en malate ou le pyruvate en lactate grace a des
déshydrogénases (MDH ou LDH) couplées a NADH/H*. La vitesse d’oxydation du
NADH est proportionnelle a I'activité enzymatique des transaminases. Elle est

déterminée par mesure de la diminution de 'absorbance a 340 nm.
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I1.5. Détermination cinétique des phosphatases alcalines (kit Spinreact)

Les phosphatases alcalines (PAL) sont des enzymes capables de libérer de I'acide
phosphorique a partir de ses esters. Elles sont actives a PH alcalin voisin de 8.5.
Ces enzymes sont trouvées en grande quantité dans le foie, les voies biliaires, 1'os,

le placenta et le globule blanc.

La détermination de 'activité des phosphatases alcalines par la méthode cinétique
se fait selon les réactions suivantes :

p-nitrophénylphosphate+H20 _PALy p-nitrophénol+phosphate

La DO du p-nitrophénol libéré est proportionnel a 'activité des PAL et mesurée a

une longueur d’onde de 405nm

Calcul : activité PAL (U/L)=Facteur * deltaDO/mn

Le facteur est donné par le fabricant

ITI. Analyse statistique
Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + erreur standard. Apres
analyse de la variance la comparaison des moyennes est réalisée par le test ‘t’ de
Student entre les deux groupes de rats (témoins, expérimentaux) Cette analyse
est réalisée grace au logiciel STATISTICA, version 4.1 (STATSOFT, TULSA, OK).

Les différences sont considérées significatives a P < 0,05.
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‘ f Résultats

et interprétations




1. Teneurs plasmatiques en transaminases (TGP TGO) et en phosphatases

alcalines (PAL) chez les rats témoins et expérimentaux.

Chez les rats traités par chlorpyrifos a la dose DL50/10, les teneurs plasmatiques
en transaminase (TGP, TGO) augmentent significativement par rapport aux rats
témoins. Cette augmentation concerne aussi bien pour les teneurs plasmatiques

en phosphatases alcalines (Figure 7, Tableau A1 en Annexe)

2:activité de la butyrylcholinesterase en umoles de substrat /mn/ml) chez

les rats témoins et expérimentaux.

Le chlorpyrifos a la dose DL50/10 chez les rats expérimentaux entraine une
diminution significative de I'activité de la butyrylcholinesterase au niveau de trois
compartiments ; le sang total, plasma et érythrocytes par rapport aux rats témoins

(Figure 8, Tableau A2 en Annexe)

3 : activité de la butyrylcholinesterase au niveau du cerveau (umoles de
substrat /mn/ml) et teneurs en protéines totales (mg/tissu) chez les rats

témoins et expérimentaux.

Au niveau cérébral les résultats ont montré une diminution significative de
Pactivité de la butyrylcholinesterase chez les rats traités par le pesticide. Par
contre, les teneurs en protéines totales augmentent d'une maniére tres
significative chez les rats expérimentaux par rapport aux témoins (Figure 9,

Tableau A3 en Annexe)
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Figure 7 : Teneurs plasmatiques en transaminases (TGP TGO) et en

phosphatases alcalines (PAL) chez les rats témoins et expérimentaux.

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type. La comparaison des moyennes
entre les rats témoins et les rats expérimentaux est effectuée par le test "t" de

Student apres analyse de variance. * p < 0.05 différence significative

**p<0,01 différence tres significative
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Figure 8 : activité de la butyrylcholinesterase en umoles de substrat /mn/ml)

chez les rats témoins et expérimentaux.

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type. La comparaison des moyennes
entre les rats témoins et les rats expérimentaux est effectuée par le test "t" de

Student apres analyse de variance. * p < 0.05 différence significative
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Figure 9 : activité de la butyrylcholinesterase au niveau du cerveau (umoles de
substrat /mn/ml) et teneurs en protéines totales (mg/tissu) chez les rats témoins

et expérimentaux.

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type. La comparaison des moyennes
entre les rats témoins et les rats expérimentaux est effectuée par le test "t" de

Student apres analyse de variance. * p < 0.05 différence significative

**p<0,01 différence tres significative, ***p<0.001 différence tres tres significative



‘ £ Discussion




La premiere utilisation des pesticides en agriculture date de l'antiquité. Leur
développement a ensuite suivi celui de la chimie minérale. Les composés alors
employés étaient des dérivés de composés minéraux ou de plantes comme par
exemple, ceux a base d’arsenic, de cuivre, de zinc, de manganese ou de sulfate de
nicotine. Puis, a partir de la seconde guerre mondiale, les pesticides ont bénéficié

du développement de la chimie organique.

L’exposition aux pesticides se fait pour une partie de la population via une
profession (agriculteur ou famille d’agriculteur, manipulateur de produit), d’autre
part la contamination de l'environnement peut aussi induire une exposition
humaine par I'intermédiaire de la consommation des résidus de pesticides dans les

aliments et ’eau potable (OMS, 2010).

Un récent rapport de la banque mondiale estime que 355.000 personnes dans le
monde meurent chaque année d’empoisonnement involontaire du a des pesticides
(Weinberg, 2009). Le risque de pathologie résultant d’'une exposition aux produits
phytosanitaires est en grande partie supporté par les travailleurs agricoles, et
I'incidence 114.3 /million travailleurs-an était 145 fois supérieure a celle de tous

les autres travailleurs (Lee et al. 2011).

Les pesticides sont partout : eau, air, sol, mais aussi dans le corps humain (sang,
cordon ombilical, lait maternel...). Ils se dégradent difficilement. Les pesticides
sont toxiques, méme en tres faible quantité, pour les utilisateurs et la population

(Samuel et Laurent, 2001).

Un grand nombre de pesticides peuvent causer le cancer, menacer la reproduction

et avoir des effets néfastes sur les systémes nerveux, immunitaire ou hormonal

(Garrido et al 2004 ; OIT, 2010).

Les organophosphorés et les carbamates sont des composés souvent responsables
d’intoxications aigués. La tranche d’age la plus touchée se situe entre 20 et 30 ans,
avec une prédominance féminine pour les intoxications au carbamates et

masculine pour les organophosphorés (Biljana et al 2008).

Parmi les organophosphorés on trouve le Chlorpyrifos [0,0-diethyl 0-(3,5,6-
trichloro-2-pyridinyl) phosphorothioate] qui est un insecticide appliqué dans le
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monde entier pour le contréle de parasites agricoles et des moustiques. L'exposition
humaine arrive par des résidus dans la nourriture, le contact de peau et la

dispersion aérienne.

Dans notre étude, les rats expérimentaux ont recu l'insecticide par gavage le
chlorpyrifos a la dose DL50/10 pendant trois mois. Les parameétres a doser sont :
les transaminases, les phosphatases alcalines et ’activité cholinestérasique.

Les cholinestérases sont des enzymes qui participent au fonctionnement du
systeme nerveux central (cerveau et moelle épiniere) et du systeme nerveux
périphérique (nerfs et jonctions nerf-muscle ou nerf-glande). Il existe deux
cholinestérases différentes dans l'organisme humain: l'acétylcholinestérase,
retrouvée dans les globules rouges du sang, ainsi que dans les poumons, la rate,
les terminaisons des nerfs et la substance grise du cerveau, et la
pseudocholinestérase (butyrylcholinestérase) retrouvée dans le sérum sanguin
mais aussi dans le foie, les muscles, le pancréas, le cceur, et la substance blanche
cérébrale. L’acétylcholinestérase participe a une transmission correcte du courant
nerveux en agissant a la jonction entre deux neurones par destruction de
Iacétylcholine, une substance qui permet la transmission du signal aux extrémités
des neurones (ou nerfs). Une diminution de l'activité de 'enzyme entraine une
augmentation d’acétylcholine a ces extrémités nerveuses. Cela peut entrainer une

hyperstimulation (excitation) des nerfs de lorganisme.

Par ailleurs, les insecticides contenant des organophosphorés peuvent diminuer
lactivité de la cholinestérase et pseudocholinestérase. Le dosage des
cholinestérases sert a détecter une anomalie de ces enzymes due a des facteurs
acquis ou suite a l'exposition aux pesticides (Mégarbane. 2013). En effet, les
organophosphorés, tres lipophiles, franchissent aisément toutes les barrieres
biologiques et se fixent de fagon covalente aux cholinestérases de la jonction
synaptique des fibres du systéme nerveux central. Ils se fixent également aux
acétylcholinestérases érythrocytaires (AChE) et aux pseudocholinestérases du foie

et du plasma.

38


http://www.labtestsonline.fr/Glossary/Glossary_Enzyme.html

Dans notre étude, Le chlorpyrifos a la dose DL50/10 chez les rats expérimentaux
entraine une diminution significative de I'activité de la butyrylcholinesterase au
niveau de trois compartiments ; le sang total, plasma et érythrocytes par rapport
aux rats témoins. Cette diminution concerne aussi bien pour lactivité de la
butyrylcholinesterase au niveau du cerveau. Nos résultats sont en accord avec les
auteurs cités précédemment. En effet, d’apres ces auteurs ce sont des esters de
I'acide phosphorique ou de l'acide thiophosphorique, représentés respectivement
par le dichlorvos, cette famille d'insecticides a pour cible principale les
acétylcholinestérases (toute especes vivantes confondues) dont elle inhibe
irréversiblement l'activité. Toute fois le mode d'action des organophosphorés est
plus complexe, et d'autres effets sont régulierement découverts, qui sont souvent
liés au premier. Pour le principal effet c'est une Action toxique liée a l'inhibition
des cholinestérases, enzymes présentes au niveau du SNC, muscles, globules
rouges et plasma. Leur role est de détruire 1'acétylcholine, libérée lors du passage
de I'influx nerveux, L'enzyme est essentielle au contréole normal de la transmission
des impulsions nerveuses a partir de fibres nerveuses et musculaires lisses des
cellules, les cellules glandulaires, ainsi que dans le systéeme nerveux central (SNC).
La perte de l'enzyme permet l'accumulation de 1'ACh périphériquement au
jonctions neurofacteurs (effets muscariniques), au niveau des jonctions nerf-
muscle, ganglions et autonome (effets nicotiniques), ainsi centralement au niveau
des jonctions nerveuses cholinergiques avec les muscles lisses et des cellules de la
glande, la concentration élevée de ACh provoque la contraction musculaire, aussi
l'excés d'ACh peut étre excitatrices (cause secousses musculaires), mais aussi
d'affaiblir ou de paralyser la dépolarisation de la cellule (Thabet et al 2009 ;
Worek et al, 2005).

Une cellule hépatique, comporte au niveau de sa paroi les enzymes suivantes : la
gamma GT, la phosphatase alcaline (PAL) et 1a 5'Nucléotidase. Ensuite au niveau
du cytosol, se trouve 'ALAT majoritaire et I'ASAT. Le taux sanguin d'ALAT est
logiquement élevé en cas de lyse des cellules du foie (cytolyse). C'est le cas lors des

hépatites, qu'elles soient virales ou d'autres origines (De Ritis et al., 1955)
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Les transaminases sont des enzymes ayant une activité métabolique importante a
I'intérieur des cellules. Leur augmentation sérique reflete une lésion cellulaire en
particulier au niveau hépatique, cardiaque, rénal ou musculaire. (De Ritis et al

1955).

La phosphatase alcaline (ou PAL) (EC 3.1.3.1) est une enzyme qui catalyse
I'hydrolyse d'une liaison ester monophosphate pour donner un ion phosphate et un
groupement hydroxyle libre. Les phosphatases alcalines ont une spécificité de
substrat faible et sont capables de retirer des groupements phosphates de
nombreuses molécules, comme des nucléotides, des protéines ou autres. Ce
processus est appelé déphosphorylation. Comme son nom l'indique, la phosphatase
alcaline a une activité plus importante en milieu alcalin (pH > 7). La PAL est
présente chez de nombreux organismes des bactéries a 'homme, c'est aussi une
enzyme fréquemment utilisée dans le domaine de la recherche (Savova et Kirev

1992).

Dans notre étude, les rats traités par chlorpyrifos a la dose DL50/10, les teneurs
plasmatiques en transaminase (TGP, TGO) augmentent significativement par
rapport aux rats témoins. Cette augmentation concerne aussi bien pour les teneurs
plasmatiques en phosphatases alcalines, sont liés a la nécrose des hépatocytes par

I'insecticide.

Les protéines sont des composés biologiques macromoléculaires, largement
distribués dans l'organisme. Ils agissent comme des éléments structurels ou de
transport. Les protéines du sérum sont le divisé en deux fractions, albumine et
des globulines, La plupart sont fabriquées par le foie. Ils interviennent dans le
transport de différentes substances dans le sang dont les lipides (acides gras), le
fer ou de nombreux médicaments. Elles participent également a la coagulation du
sang, aux défenses immunitaires ou au maintien de la pression sanguine (Burtis
et al 1999). Leur dosage est utilisé pour évaluer 1'état d'’hydratation, l'état
nutritionnel, le fonctionnement du foie, du rein ou différents états pathologiques
tels qu'une inflammation ou une altération des défenses immunitaires. Les
diminutions de la concentration de protéines totales dans le sang ou

hypoprotidémies sont, soit dues a une carence d'apport (dénutrition), soit a un
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défaut de synthese (insuffisance hépatique), soit a une fuite anormale au niveau
de la peau (brilures étendues), au niveau du rein (syndrome néphrotique,

glomérulonéphrites) (Tietz et al 1995).

Nos résultats ont montré une forte augmentation des teneurs en protéines totales
au niveau du cerveau chez les rats expérimentaux par rapport aux témoins. En
effet, certains pesticides comme le Lindane, 'Endosulfan, la Dieldrine et I’'Eldrine
peuvent entrainer une inhibition des récepteurs GABAergiques et une activation
des récepteurs glutaminergiques dans les cellules neuronales de mammiferes,
induisant un syndrome d’hyperexcitabilité qui peut évoluer jusqu’a 'apparition de
convulsions (Sunol et al, 2008). Ceci est lié probablement a la lyse neuronale signe

de la maladie d'Alzheimer chez les personnes exposées aux pesticides.

Ces résultats préliminaires confirment la présence d’altérations de la fonction
hépatique et inhibition de I’'activité de la cholinestérase reflétant une neurotoxicité

induite par I'insecticide le chlorpyrifos chez les rats wistar.
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‘ f Conclusion




Le lien entre l'exposition aux pesticides et la santé est difficile a mettre en
évidence. Cependant, de nombreuses études épidémiologiques ont soulevé
Iexistence possible d’'un effet de ces polluants sur le systeme nerveux, la fertilité
masculine et féminine, les altérations du systéme immunitaire, les troubles du
comportement, l'augmentation de I'incidence de certains cancers, et plus
récemment de certaines maladies métaboliques comme le diabéte, I'obésité ou les

maladies cardiovasculaires....

Quelle que soit la source d’exposition (Cutanée, respiratoire ou digestive),
Pabsorption d'un composé est facilitée par certaines propriétés chimiques, dont la
taille et la lipophilie. Ainsi, les composés de l'environnement de faible poids
moléculaire et tres lipophiles vont pénétrer facilement dans l'organisme et
atteindre la circulation sanguine, certains produits échappent au systéeme de
détoxification et se déposent dans les sites adipeux de 'organisme en particulier le
tissu adipeux, en modulant les fonctions physiologiques ou le développement de ce

tissu.

La présente étude a montré que l'exposition répétée aux organophosphorés a
entrainé la détérioration des parametres biochimiques de rats illustrant des

changements pathologiques dans certains tissus tels que le foie et le cerveau.

Nous avons mis en évidence des perturbations de I'activité cholinestérasique chez
les rats traités par le chlorpyrifos. En effet nos résultats ont montré une
diminution considérable de l'activité de la BChE au niveau des érythrocytes, le

sang total et au niveau du cerveau.

D’autre par nos résultats ont montré une augmentation des taux des
transaminases (TGO, TGP) et la phosphatase alcaline dans le plasma et une
augmentation du taux des protéines totales au niveau du cerveau chez les rats

expérimentaux.

L’étude de la toxicité des insecticides organophosphorés serait donc d'un grand
intéret, tant pour la sante publique que pour aider a évaluer le réel rendement

économique de ces substances.
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Tableau Al : Teneurs plasmatiques en transaminases (TGP TGO) et en

phosphatases alcalines (PAL) chez les rats témoins et expérimentaux.

Parameétres Rats témoins Rats expérimentaux
TGO (UI) 56,62 + 6,18 96,24 + 2,02*

TGP (UI) 33,5+ 1,64 68,89 £ 3,22%*

PAL (UI) 93,60 + 6,9 114,10 + 4,2**

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type. La comparaison des moyennes
entre les rats témoins et les rats expérimentaux est effectuée par le test "t" de
Student apreés analyse de variance. * p < 0.05 différence significative **p<0,01

différence tres significative

Tableau A2 : activité de la butyrylcholinesterase en umoles de substrat /mn/ml)

chez les rats témoins et expérimentaux.

Parameétres Rats témoins Rats expérimentaux

Sang total 5,87 +0,86 4,7 £0,02*
plasma 0,36 +0,01 0,29 + 0,08*
érythrocytes 7,36 + 0,60 5,89 + 0,95*

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type. La comparaison des moyennes
entre les rats témoins et les rats expérimentaux est effectuée par le test "t" de
Student apres analyse de variance. * p < 0.05 différence significative

**p<0,01 différence tres significative
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Tableau A3 : activité de la butyrylcholinesterase au niveau du cerveau (umoles

de substrat /mn/ml) et teneurs en protéines totales (mg/tissu) chez les rats témoins

et expérimentaux.

Parameétres Rats témoins Rats expérimentaux
Protéines totales 1,57 +£0,06 5,17 £ 0,02*%**

BChE 6,08 +0,03 4.86+ 0,04*

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type. La comparaison des moyennes
entre les rats témoins et les rats expérimentaux est effectuée par le test "t" de
Student apres analyse de variance. * p < 0.05 différence significative **p<0,01

différence tres significative
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Résumé :

Les intoxications aigiies par les pesticides organophosphorés (OP) sont responsables
d’une lourde mortalité mondiale, en particulier dans les pays en voie de développement
a fort potentiel agricole. Ces produits OP sont responsables d’intoxications de gravité
variable selon la nature du composé et des quantités ingérées. Le présent travail porte
sur l'étude de l'effet de la toxicité sur lactivité cholinestérasique et quelques
parametres de la fonction hépatique chez les rats males Wister gavés par l'insecticide
« le chlorpyrifos ». Les rats adultes recoivent pendant trois mois le chlorpyrifos par
gavage a la dose DL50/10. A la fin de I'expérimentation le sang est récupéré pour
déterminer lactivité de la butyrylcholinesterase et les parametres de la fonction
hépatique. Le cerveau est prélevé pour I'activité de la butyrylcholinesterase cérébrale
et le dosage des protéines. Nos résultats montrent que le chlorpyrifos induit une
augmentation des teneurs en transaminases et en phosphatases alcalines reflétant un
dysfonctionnement de la fonction hépatique. De plus, une inhibition des
cholinestérases sanguine et cérébrale, avec une augmentation des teneurs en
protéines cérébrale reflétant une neurotoxicité chez les rats suite a I'exposition au
chlorpyrifos.

Mots clés ; insecticide, rat, activité de la cholinestérase, parameétres biochimiques

Abstract :

The aigiies poisonings by organophosphate pesticides are responsible for a heavy world
mortality In particular in developing countries with great agricultural potential , these
products are responsible for poisonings of variable gravity according to the nature of
the compound and the ingested quantities . The present work concerns the study of
the effect of the toxicity on the cholinesterase activity and some parameters of the
hepatic function of the male Wisters rats filled up by the insecticide << Chlorpyrifos
>> _ The adult rats receive during three months the chlorpyrifos Has the dose DL50/10
by force-feeding. At the end of the experiment the blood is got back to determine the
activity of the butyrylcholinesterase and the parameters of the hepatic function. The
brain is taken for the activity of the cerebral butyrylcholinesterase and the dosage of
proteins. Our results show that the chlorpyrifos leads an increase of the contents of
transaminases and in alkaline phosphatases reflecting a dysfunction of the hepatic
function ,furthermore, an inhibition of the blood and cerebral cholinesterases with an
intellectual increase of protein contents reflecting a neurotoxicity to rats further to the
exhibition to the chlorpyrifos.

Keywords; insecticide, rat, cholinesterase activity, biochemical parameters
oadla
6 sise 3 Aaalil) S5 8 sl callall 8 il sl ALE Alias e Alyhuse  seine shn sill Cilaasally 33l Cleandl
Janl 1 liial) ey 3oLl Gl (385 5y shadl) Adlide Clleans (o Al yhann A guine shun b 3 sall Al ey o))
My ol ) g ) die 2S0 Caitlay pulae amy 5 3o ClsS) Al e sl il duln Jig )
G, il el 5 DL50/10 GesiomsiSU e el 8 saal cilias ALl ) jidl) | << s oy sISI>> <l il
Ll g Laall i, 2SI @il g yubaas 3 i) Gl o€ i ptall Jae s mpaas Jal (g pdl) g la il o 3 il dles
L)) sy (s IS (e il Uil iy S yond 5 Baladll 31yt (il S Gipfadl e A 20
o A Laally & padll 51t (ol U e ) ALYl 20 Ay 8 IS e 138 A1 il Sl 53l e
52 IS L s 3y () 5l e i pan Al 3535 (S 13 Lol iyl B 3 i

Ailaas gl yulaadl | 5 i ol oSU Aagda g el pdal) A AV il



