REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE e
palaci)
MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE
SCIENTIFIQUE

UNIVERSITE BADJI MOKHTAR - ANNABA

FACULTE DES SCIENCES
DEPARTEMENT DE BIOLOGIE

THESE EN VUE DE L’OBTENTION D’UN DIPLOME DE DOCTORAT LMD
(3= CYCLE)

Spécialité: BIOLOGIE ANIMALE
Option :TOXICOLOGIE

Intitulé

y

\.

N
Evaluation de la toxicité de deux médicaments : le Paracétamol et

I”Ibuprofene, sur un modele cellulaire : Paramecium tetraurelia.

Essai a I’échelle subcellulaire.

J
Presentée par: M"® Boulassel Amina

Directeur de thése : DJEBAR Mohammed Réda Professeur, Université d’Annaba
Membres du Jury:
Dr. BERREBBAH Houria Prof. Université de Annaba Président
Dr. GRARA Noudjoud M.CA. Université de Guelma Examinateur
Dr. TADJINE Aicha Prof. Université de d’El-Tarf Examinateur
Dr. KHEBBAB Mohammed El Hadi Prof. Université d’Annaba Examinateur
Dr. Hamdi Pacha Youcef Prof I .N.V Alger Examinateur

Année universitaire: 2013 /2014

,3'7) ®; K 7 b
i/ / £/ /8
o Al Akl JRagal) 4 31 Jad) 4y ggan] ® 3OS



Remerciements

Le travail présenté dans cette these a été réalisé au sein du Laboratoire de Toxicologie

Cellulaire (LTC) de I’université d’Annaba.

Je tiens tout particulierement a exprimer mes plus vifs remerciements et ma profonde
gratitude a monsieur Mohamed Réda DJEBAR , professeur a I’université de Annaba, qui m’a
fait I’honneur d’assurer la direction de ce travail, et qui a su faire preuve de patience,
d’indulgence et de compréhension tout au long de ces années, me permettant ainsi de mener

a bien cette éude.

Je profite de I’occasion qui m’est offerte pour adresser mes vifs remerciements au
professeur BERREBBAH-Djebar Houria, pour sa disponibilité et son souci constant afin que
cette thése se passe dans les meilleures conditions possible. Avec enthousiasme, disponibilité,
efficacité et sympathie, vous avez encadré ces années de recherche. Vous avez pris une part
prépondérante dans ma formation de jeune chercheur et m’avez donné I’envie d’aller plus
loin. L’excellence est assez rare pour que I’on puisse la souligner. Vous resterez a jamais un
exemple pour moi. Je vous prie de croire en ma profonde reconnaissance et I’expression de
mon profond respect

Je tiens a remercier vivement monsieur HamdiPacha Youcef Professeur et directeur
de I’INV d’Alger. Qui, malgré ses nombreuses obligations a bien voulu faire partie de ce
jury. Qu’il regoive toute ma gratitude et mon respect.

J’exprime auss toute ma gratitude a Monsieur KHEBAB Mohamed El Hadi, professeur
a I’université d’Annaba, pour I’intérét et I’attention qu’il a accordé a ce travail de thése, et

pour avoir accepté d’en étre I’examinateur.

J’exprime également toute ma gratitude a Madame TADJINE Aicha professeur a

I’université d’El-Tarf, et la remercie d’avoir accepté de faire partie de ce jury.

Ma plus grande gratitude va a Melle GARARA Noudjoud Maitre de Conférance a
I’université de Guelma, pour ces encouragements et ces hombreux conseils, et pour avoir

accepté de faire partie de cejury.

A mes collegues et amis du Laboratoire de Toxicologie Cellulaire de I’Université
d’Annaba, je les remercie pour I’ambiance chaleureuse et conviviale et pour I’aide qu’ils
m’ont apportés dans le cadre de cette these.



Dédicaes

A mes parents a qui je dois tout
A mes deux sceurs Imen et Sabrina

A tous ceux qui croient en moi



Résumé

Dans cette étude nous nous somme intéresses a I’évaluation de la toxicité de deux
meédicaments, un antipyrétiqgue le Paracétamol et un anti-inflammatoire non stéroidien
I’Ibuproféne, sur un modé e cellulaire Paramecium sp.

Les résultats montrent une cytotoxicité des deux xénobiotiques , a travers I’inhibition
de la croissance, un pourcentage de réponse positif, et un taux de mortalité élevé. Nous avons
également mis en évidence des changements morphologiques qui se ce sont manifestés par
des bourgeonnements, une invagination au niveau de la membrane plasmique des paramécies
en plus de la diminution du nombre de vacuoles digestives.

L’etude biochimique et polarographique ont mis en évidence une perturbation des
principales macromolécules a savoir : protéines, glucides, lipides et ce paralélement a une
inhibition du métabolisme respiratoire.

Sur un autre plan le suivi des biomarqueurs a révélé d’importantes fluctuations doses
dépendantes pour les deux molécules, qui se sont manifestées par une induction des activités
CAT, GST, APX, une diminution des taux de GSH.

Nous avons également mis en evidence I’induction d’un stress oxydatif confirmé par
une augmentation du taux de MDA.

L’isolement des mitochondries de paramécies nous a permis de mettre en évidence une
perturbation de la phosphorylation oxydative (Vox3 et4, CR e ADP/O), un gonflement
mitochondrial et une inhibition des activités Catalase, GPX mitochondriales.

Sur un autre plan, nous avons évalué les effets de certains facteurs environnementaux
sur le potentiel toxique des deux substances pharmaceutiques via le calcul des CI50. Nos
résultats ont montré que le pH, la Tempéature et les UV, augmentent la toxicité du
Paracétamol et de I’ Ibuprofene sur les paramécies.

Mots clés: Toxicité, Paracétamol, lbuproféne, parameciumsp, Stress Oxydant,

Mitochondries.



ABSTRACT

In this study we are interested in the total evauation of the toxicity of two drugs,
antipyretic Paracetamol and non-steroidal anti -inflammatory drug ibuprofen, on a cell model
Paramecium sp.

The results show cytotoxicity of the xenobiotics, through the inhibition of growth, a
percentage of positive response, and a high mortality rate. We have also demonstrated
morphological changes are manifested by budding, a an invagination of the plasma
membrane of paramecium and decreasing the number of vacuoles.

The polarographic and biochemical study showed a maor disturbance in
macromolecules including: proteins, carbohydrates, lipids and paralel to an inhibition of the
respiratory metabolism.

On another level monitoring biomarkers showed significant dose-dependent
fluctuations in the two molecules, which are expressed by induction of CAT activity, GST,
APX, adecreasein GSH.

We have also demonstrated the induction of oxidative stress confirmed by an increase
in therate of MDA.

The isolation of mitochondria paramecium has allowed us to highlight a disturbance of
oxidative phosphorylation (VOX3 and4, RC and ADP / O), mitochondrial swelling and
inhibition of catalase activity, mitochondrial GPX.

On another level, we evaluated the effects of some environmental factors on the toxic
potential of two pharmaceutical substances and the calculation of 1C50. Our results showed
that the pH, temperature and UV, increase the toxicity of Paracetamol and Ibuprofen on

paramecium.

Keywords: Toxicity, Acetaminophen, lbuprofen, parameciumsp, Oxidative Stress,

Mitochondria.
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TRIS  Trishydroxyméthylaminométhane, (2-Amino-2-Hydroxyméthyl-1,3-propanediol)
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Introduction générale

Parmi les nombreuses substances chimiques pouvant contaminer les milieux
aquatiques et terrestres: les médicaments. Ces derniers font depuis tout récemment I’objet
d’une préoccupation majeure (Halling-Sorensen et al.,1998; Daughton et Ternes,1999;
Heberer, 2002).

Parce gque les médicaments sont fabriqués et administrés dans le but de provoquer un
effet biologique (Zuccato et al., 2000), leur présence dans les eaux n’est pas seulement d’un
intérét scientifique mais aussi d’un intérét public (Scheytt et al., 2005). Depuis les années 80
et grace, notamment, aux progres de I’analyse physico-chimique, de nombreuses molécules
pharmaceutiques sont détectées dans I’environnement et leur présence dans les effluents et
les boues de stations d’épuration urbaines, le milieu aquatique et les sols, est éablie a
I’échelle mondiale. (Joss et al., 2005 ; Bernhard et al.,2006 ; De Wever et al., 2007)

La premiere mise en évidence de la présence de médicaments dans les eaux remonte a
1976 (Hignite et Aznaroff 1977). De nombreux travaux ont depuis lors confirmé I’ubiquité
des substances médicamenteuses dans les eaux de surface et les eaux souterraines (Ternes
1998 ; Stumpf et al., 1999 ; Ternes et al., 2001). La raison pour laquelle les substances
meédi camenteuses constituent un probléme environnemental, est liée a leurs effets biologiques
spécifiques non seulement sur I'homme, mais aussi sur les organismes aquatiques (Doll et
Frimmel, 2003). Des études menées dans plusieurs pays ont permis de montrer la présence de
plus de 80 produits pharmaceutiques dans des eaux usées urbaines a des concentrations
variant du ng/l au pg /I (Kimmerer, 2001; Heberer. 2002 ; Miége et al., 2006).

La persistance des médicaments dans I’environnement varie en fonction de leurs
propriétés physico-chimiques (Metcalfe et al., 2003; Paxeus et al., 2004). L’utilisation
croissante et la disposition inadéquate de ces derniers engendrent des apports continus

conduisant aleur présence et «persistance» dans les milieux écologiques. (Golet et al., 2003)

Pour atteindre le sang et les organes et traverser les membranes cellulaires des
organismes, les médicaments doivent nécessairement étre absorbables, hydrosolubles et
liposolubles (Buser et al., 1999). De plus, ils doivent étre assez persistants dans I’organisme
afin de produire leurs effets avant d’étre éliminés (Jones et al., 2001). Ces caractéristiques

sont comparables a celles de nombreuses substances toxiques et xénobiotiques connus (Van
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Introduction générale

Coaillie, 2005). En raison de cet usage inadapté et inconsidéré de ces produits, couplé a la
capacité d’adaptation des microorganismes et aux possibilités de transferts génétiques (Saye
et al.,, 1990; Ashelford et al.,1997) ces substances constituent un vrai danger

écotoxicologique. ( Jones et al., 2005)

L’évaluation de la présence de produits toxiques dans I’eau est d’une grande
importance et la plupart des méthodes consistent a faire une analyse de I’eau avec des
techniques relevant de la chimie analytique. Ces techniques d’une grande précision, sont
lentes et onéreuses. (Kolpin et al,. 2002), d’ou la nécessité de I’utilisation des bio dosages
qui permettent d’évaluer simplement et a peu de frais la présence de produits toxiques. (Boyd
,2003)

Certains bio dosages utilisent des organismes pluricellulaires, comme les mollusgues,
pour mettre en évidence la présence de produits toxiques dans I’eau, dans ces tests, toutes les
cellules ne sont pas exposées uniformément aux produits toxiques. En effet il existe des
organes et /ou organites cibles responsables de la déetoxication de I’organisme qui seront
beaucoup plus exposés que d’autres. Ceci implique aussi que I’organisme soit maintenu dans
le milieu assez longtemps pour gue les produits toxiques se concentrent dans ces organes d’ou
["utilisation des protozoaires, qui semble étre un choix judicieux puisgque ce sont des
eucaryotes unicellulaires, ils possedent donc des systémes comparables a ceux des organismes
pluricdlulaires plus évolués tout en conservant certaines structures qui restent parfois
identiques a celles des mammiféres comme par exemple les cils et flagelles (Berrebbah, 1990)
et ceci en plus de leur disponibilité en abondance en raison de la simplicité de leur culture et
manipulation. L’ensemble de ces donnees nous a donc amené a choisir |a paramécie comme

modele d’étude.

Dans ce contexte, le présent travail vise a évaluer les impacts de deux meédicaments sur
I’environnement. Les substances évaluées appartiennent a des catégories de produits tres
largement utilisés, a savoir, un antipyrétique le Paracétamol et un anti-inflammatoire non
stéroidien I’ 1buproféne, sur un modéle cellulaire Paramecium sp et ce a I’échelle cellulaire et

subcdlulaire.

Notre travail a été effectué au niveau du Laboratoire de Toxicologie Cellulaire (LTC)
du Département de Biologie de I’Université de Annaba il s’articule autour de six chapitres.

Ainsi, apres une étude bibliographique assez exhaustive dans laquelle nous avons situé notre
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travail, particulierement la problématique actuelle, concernant la contamination de
I’environnement par les résidus de medicaments, nous nous sommes focalisés sur I’utilisation
de modeles biologiques aternatifs tels que la paramécie pour I’étude de la toxicité des deux
xénobiotiques a travers le suivi de certains parametres morpho-physiologiques. Pour mieux
étayer les effets éventuels sur ces parametres, il nous a semblé judicieux de comprendre leur
mécanisme cellulaires (biochimiques) mis en jeux notamment le métabolisme des
macromolécules telles lipides, protéines et glucides. Notre intérét s’est porté ensuite sur un
meétabolisme de base chez tous les étres vivants a savoir la respiration cellulaire et ce par le
biais de I’utilisation d’une technique originale développée au LTC et qui permet de quantifier
et de suivre le métabolisme énergétique de la paramécie et les modifications éventuelles
pouvant survenir a la suite d’un traitement par les deux xénobiotiques et ce a travers la
perturbation et /ou I’inhibition de la consommation d’O2 qui est un signe avant-coureur d’un
stress oxydatif ; d’ou notre intérét pour le dosage des bio marqueurs de ce stress. Or I’on sait
que I’organite clé de ce phénomene n’est rien d’autre que la mitochondrie, ce qui nous a
conduit naturellement a des essais en vue de I’isolement des mitochondries de paramécies
dans un premier temps, puis a tester les deux xénobiotiques choisis directement sur ces
organites. Il est maintenant indéniable qu’il existe une interaction étroite entre les étres
vivants et leur environnement. En effet toute modification -aussi minime soit-elle — du milieu
pourrait avoir un effet sur le comportement ou le métabolisme de I’étre qui y vit. Ceci nous a
conduits a étudier la conséquence des fluctuations de certains parameétres physicochimiques
du milieu sur le comportement de la paramécie. Enfin les résultats obtenus a partir de ces
essais nous permettrons d’émettre une hypothése sur la toxicité du Paracétamol et de

I’Ibuprofene sur un modele alternatif et d’ouvrir par conséquent sur des perspectives.
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Chapitrel Synthese bibliographique

|. Problématique liée ala présence de produits phar maceutiques dans I’environnement.

La problématique environnementale concernant les médicaments est liée au fait qu’ils
soient dével oppés pour avoir des effets sur le vivant puis rejetés méme en faible quantité dans
I’environnement. En effet ces molécules sont nécessairement absorbables, hydrosolubles ou
liposolubles et plus ou moins persistantes dans I’organisme afin de produire un effet (Steger-
Hartmann et al., 1997) . Elles peuvent étre éliminées via les urines a plus de 80 % sans
transformation, ainsi plusieurs questions se posent quant a un possible impact

environnemental sur lafaune et laflore (Ferrari et al., 2003).

1. Définition de substance phar maceutique :

Les substances pharmaceutiques sont des molécules possédant des propriétés
curatives, préventives ou administrées en vue d'éablir un diagnostic. Elles sont classées
selon:

- L effet pour lequel elles sont congues (Antibiotiques, Analgésiques...),
- Leur structure chimique (parmi les Antibiotiques : Quinolones, Céphalosporine...),
- Leur mode d’action (anti-métabolites ou agents alkylants) (Roig, 2008).

Leurs propriétés physicochimiques leur conferent des capacités de franchissement des
membranes biologiques, elles sont généralement considérées comme des polluants
émer gents compte tenu du récent intérét dont elles font I’objet, et sont souvent classées dans
une catégorie que I’on qualifie de « micropolluants » car les concentrations retrouvées dans
les milieux aquatiques sont de I’ordre du nanogramme ou du microgramme par litre (Roig,
2008). Les produits pharmaceutiques, qui sont congus pour étre des substances
biologiquement actives, peuvent aussi étre source de préoccupation par leurs interactions
possibles avec les organismes non ciblés dans I’environnement mais aussi pour les humains
(Klavarioti et al., 2009). Ils sont généralement lipophiles et résistants a la biodégradation,
ayant ainsi un grand potentiel d'accumulation et de persistance dans I'environnement (Paxeus,
2004).

En outre, les produits pharmaceutiques peuvent étre stables dans I'environnement ou

soumis a des transformations biotiques et/ou abiotique, et parmi les transformations
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abiotiques, la photo-dégradation qui est le processus d'élimination le plus important, ce qui
conduit parfois alaformation de produits beaucoup plus toxigues que |es composés parentaux
(Isidori et al., 2009).

2. Médicaments dans I’environnement :

Les premiers rapports sur les produits pharmaceutiques dans les eaux résiduaires et
dans les eaux de surface ont été publiés aux Etats-Unis dans les années 70. Dans un premier
temps les produits pharmaceutiques vus comme des contaminants de |'environnement n'ont
pas recu beaucoup d'attention jusqu'a ce que le lien a été fait entre I’ethynylestradiol et ses
effets sur les poissons (Carlsson et al., 2006 ; Kim et al., 2009 ).

Depuis, une attention scientifique a été particulierement dédiée a la présence de
produits pharmaceutiques dans I'environnement (Calamari et al., 2003). Ceci a abouti a un
nombre croissant de détection de produits pharmaceutiques dans une variété d'échantillons de
I'environnement, les eaux de surface, les eaux souterraines (Jones et al., 2001 ; Tixier et al.,
2003) , de I'eau potable et de I'eau de mer (Reddersen et al., 2002) .

Plus de 150 produits pharmaceutiques de différentes classes thérapeutiques ont été
détectés avec des concentrations atteignant le pug/l dans diverses matrices environnemental es
(Heberer. 2002), incluant une grande variété de composés tels les hormones, les régulateurs
delipides, les antibiotiques, anticancéreux et d’autres cytotoxigues, antiépileptiques, etc (Gros
et al., 2008).

Le Tableau (01) regroupe quelques composés parmi ceux le plus souvent retrouvés

dans I’environnement.
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Tableau 01 : Composés pharmaceutiques les plus fréguents dans I'environnement. (Hirsch et

al., 1999;

Hernando et al.2006).

Groupe Produit Phar maceutiques
Oflaxacin, Chlortetracycline, Oxytetracycline,
Streptomycin, Flumeguine, Ciprofloxacin,
Trometoprim, Lincomycin, Azithromycin,
Antibiotiques Clarithromycin, exythromycin, N4-Acety-

Sulfamerthoxazole, Sulfamerthoxazole,
Roxithromycin, Sulfamethazin

Antidépressifs Mianserin
Tranquillisants Diazpam

Antiépileptiques

Carbamazepine

Anti-inflammatoires/

Acide asetylsalicylique(Aspirine), Diclofenac,
Ibuproféne, Acetaminophene, Metamizol,

Analgésiques Codéne, Indométacine, Naproxen, Phenazone,
Fenoprofen, Paracetamol
Diatrizoate, lohexol, lomeprol, lopamidol,
Agent de contraste lopronide, Acide lothalamine, Acide

loxithalamine

Estrogénes et Hormones

17-B-estradiol, 17-a-ethinylestradiol,
Diethylstibestrol, Estrone, Diethylstilbestrol
acetate

Beta- Bloquants

Metoprolol, Propanolol, Nadolol, Atenolal,
Sotalol, Betaxolol

Anticancéreux

Cyclophosphamide, Ifosfamide

Diurétiques

Furosemide

Régulateurs lipidiques

Bézdfibrate, acide Clofibrique, Fénofibrate,
Gemfibrozil
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3. Différentes sour ces des substances phar maceutiques dans I’environnement

Une fois administreés, aprés leur action pharmacologique, |es produits pharmaceutiques
sont excrétés avec les urines ou matiéres fécales dans I’eau sous une forme native inchangée
(composé parent) et/ou sous forme de métabolites actifs qui entrent dans le systéme aguatique
par différentes manieres et a des degrés variables (Andreozzi et al., 2003; Fent et al., 2006).
IIs peuvent remonter la chaine trophique aquatique dans les eaux de surface, souterraines et

sont méme présents dans |'eau du robinet (Isidori et al., 2007).

Les concentrations atteignant les eaux de surface dépendent de plusieurs facteurs, dont
certains théoriquement prévisibles, tels que le métabolisme et la dégradabilité, ains que
d'autres imprévisibles, tels que I'élimination inadéquate (Zuccato et al., 2005). Ces produits
se retrouvent alors dans le réseau d’eaux usées et sont traités a des degrés différents dans les
stations d’épuration. Une autre voie de contamination du milieu naturel n’est pas a négliger,
elle concerne les médicaments rejetés avec les déchets ménagers pouvant ains  polluer les
sols et les eaux souterraines en cas d’enfouissement en décharge. (Fent et al., 2006). Lafigure

(01) illustre les différentes sources de contamination de I’environnement par les médicaments.
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Médicaments a Médicaments a
usage humain usage veétérinaire
l \ ¢
Excreétion Excrétion Elimination des déchets Excretion

(effluents hospitaliers) (ménages privés) (médicaments non utilisés)

Eau des déchets municipaux Déchets domestiques l| Fumier

----- < Champs d'¢pandage PR

- - 17 Site d'élimination
Stations d'épuration (STPs) |- - »| Boues d'épuration des déchets

- _‘-"

Eau de surface 3'_ ] 5| Eaux souterraines

Aquacultures Usines de production T o
pharmaceutique

Eau potable

Figure 01 : Schéma montrant les sources possibles et les voies de la présence derésidus
phar maceutiques dans|'environnement aquatique. (Heberer ,2002).

Les animaux également peuvent constituer une source de pollution de I’environnement
par le biais de produits vétérinaires (notamment les antiparasitaires et antibiotiques), soit par
le biais de leurs excréments (épandage du purin, contamination des sols de prairies), soit par
les produits qui leur ont été administrés en usage externe (Clara et al., 2004) . Ces produits et
leurs métabolites se retrouvent alors sur les sols, puis dans les eaux superficielles par
ruissellement et les eaux souterraines par lixiviation (Barnes et al., 2008). Dans le cas ou les
boues d'épuration sont répandues dans les champs agricoles, la contamination des sols peut se
produire par le ruissellement dans les eaux de surface mais aussi par le drainage (Schulte-
Oehlmann et al., 2007). En outre, les produits pharmaceutiques vétérinaires peuvent entrer

dans le systéme aquatique via I'épandage du fumier dans les champs mais auss via
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I'application directe dans |'aguaculture (Elevage de poissons) ou les produits administrés se
retrouvent directement dans les eaux superficielles et peuvent étre adsorbés dans les
sadiments (Fent et al., 2006).

Les substances pharmaceutiques de par leurs sources, leurs propriétes
physicochimiques sont largement distribuées dans les systemes aquatiques, de telle sorte que
I'on peut les qualifier d’'ubiquistes. De nombreuses études ont mis I’accent sur leur présence
dans les eaux de surface et dans les eaux souterraines (Scheytt et al.,1998; Rabiet et al.,
2006). La présence des substances pharmaceutiques a également été mise en évidence dans
les eaux de boisson (Kuehn, 2008).

La présence des anti-inflammatoires non stéroidiens, oestrogenes de synthese,
stimulants, antibiotiques est trés largement etudiée. Actuellement, la recherche s’oriente vers
de nouvelles molécules telles les drogues illicites qui ont, a titre d’exemple, été mesurées a
des concentrations de I’ordre de 1 ng/ | dans les eaux de la Tamise et du P6 (Zuccato et al.,
2008), plus de 100 ng/ | pour la benzoylecgonine en Ecosse (Kasprzyk-Hordern et al., 2008)
les anticancéreux et les antinéoplasiques (Roberts et Bersuder, 2006) a titre d’exemple
I’ifosfamide a été détecté et quantifié a une concentration maximale de 20 ng/l dans les eaux
de surface (Ternes, 1998), le cyclophosphamide a été détecté et quantifié a une concentration

maximale de 65 ng/l dans les eaux de surface (Moldovan, 2006).

Les eaux usées des hdpitaux, les eaux usées des usines de production peuvent contenir
des concentrations importantes de produits pharmaceutiques qui ne sont pas facilement
dégradés/éliminés par les usine de traitement des eaux usées, et sont déversés dans les
effluents traités, conduisant a la contamination des rivieres, lacs, estuaires et, eaux

souterraines et méme |'eau potable dans certains cas (Fent et al., 2006).

4. Devenir des substances phar maceutiques dans les systemes aquatiques

Le devenir des substances pharmaceutiques et de leurs métabolites dans
I'environnement demeure encore non éucidé. La faible volatilité des substances
pharmaceutiques ainsi que leur polarité indiquent que la distribution dans I'environnement va
se faire essentiellement par transport au sein de la voie aqueuse et également au travers des

chaines adimentaires.
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4.1. Les phénomeénes de dégradation en milieux naturels:
4.1.1 Laphotodégradation :

Les études concernant la photodégradation des substances pharmaceutiques se sont
largement généralisées (Boreen et al., 2003) La dégradation se fait essentiellement par
réaction photochimique directe ou indirecte. Les réactions de photodégradation par photolyse
interviennent dans les phénomenes de biodégradation de maniére significative pour des
composées comme le naproxene et le diclofénac (Lin et Reinhard, 2005) produisant des
composés parfois plus toxiques que la molécule mére (Isidori et al., 2005 ). Lam et Mabury
(2005) ont mis en évidence des photoproduits issus de défluorination de la fluoxétine par

photodégradation.

4.1.2 Labiodégradation :

Les phénomenes de biodégradation qui ont été initiés au sein des stations d’épuration
vont se poursuivre dans le milieu naturel mais dans une moindre mesure. Ces mécanismes ne
semblent pas prévalents (ou demeurent encore non éucidés) pour les substances
pharmaceutiques a |'exception des oestrogénes. (Carrara et al., 2008), a travers une étude sur
les anti-inflammatoires non stéroidiens (I’ibuprofene, le naproxene), outre la mise en évidence
d’une contamination des eaux souterraines a des concentrations aussi élevées que pour les
ealx usées, établissent une corrélation entre la persistance des molécules et les conditions
REDOX du milieu et concluent que les conditions toxiques sont favorables a la dégradation

des molécules.

Les phénomenes de biodégradation peuvent également se dérouler dans les sédiments.
Ains Bradley (2007) a étudié les capacités de biodégradation des populations bactériennes
naturelles présentes dans les sediments de différentes rivieres envers la caféine, la nicotine et
la cotinine. Les résultats montrent qu’au sein des sediments les populations bactériennes sont
capables d’activité de biotransformation. De méme, il est apparu que la capacité a convertir le
diclofénac était largement répandue dans les sédiments, et ne nécessitait aucune acclimatation
des organismes du milieu. De plus, aucune corrélation avec I’activité microbienne totale n’a

été mise en évidence. Poiger et al. (2001)
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4.1.3 Distribution des substances phar maceutiques dans la phase aqueuse

La question de la distribution des substances pharmaceutiques entre les phases
dissoutes et colloidales a récemment été étudiée (Maskaoui et al., 2007). Les résultats mettent
en évidence qu’une période courte de 5 min est suffisante pour que les interactions entre les
substances pharmaceutiques et les colloides atteignent un plateau. Les interactions entre les
substances pharmaceutiques et les colloides, sous contrdle du caractére hydrophobe des
molécules, apparaissent comme prépondérantes pour la compréhension du devenir de ces

molécules dans les systemes aguatiques. Lin et Reinhard (2005)

4.1.4 Phénomeénes de sor ption

De par leurs propriétés physico-chimiques (valeurs de Kow faibles, solubilité élevée),
les études sur |les substances pharmaceutiques se sont essentiellement cantonnées a des études
en phase dissoute de telle sorte que trés peu de données de présence dans les phases solides
sont recensées. Ra et al. (2008) ont mis en évidence la faible affinité de I’ibuproféne et du
gemfibrozil pour les matiéres en suspension, seul le diclofénac présente 11 % de sorption
(expérience simulée). La présence de substances pharmaceutiques a été rapportée dans les
sédiments, principalement celle des anti inflammatoires non stéroidiens et du gemfibrozil
(Hernando et al., 2006 ; Bradley et al., 2007). Un effort de recherche doit étre porté sur ces
compartiments de I’environnement qui peuvent participer a la dissipation des molécules dans
I’environnement (vecteurs ou réservoirs). Un certain nombre de travaux se sont également
attachés a I’étude des substances pharmaceutiques a usages Vvétérinaires notamment les
antibiotiques, dans les sols : ils mettent en évidence des concentrations qui peuvent atteindre

ladizainede pg/g desols (Kemper, 2008).

5. Transferts aux organismes aquatiques

Pour I’heure le devenir des substances pharmaceutiques (bioconcentration,
bioaccumulation et biotransformation) dans les organismes aguatiques est peu €étudié,
exception faite du contexte réglementaire lié a I’usage des antibiotiques en aquaculture. Ainsi
un certain nombre d’études ont été réalisées dans ce contexte et ont pu mettre en évidence la

persistance de certains antibiotiques aprés administration : plus de 76 jours pour
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I’azithromycine chez le juvénile d’Oncorhynchus Tshawytscha moins de 21 jours pour le

composé parent : I’érythromycine (Fairgrieve et al., 2006).

Certaines études rapportent des taux de fluoxétine, norfluoxétine, paroxétine
supérieures au Hg/g dans les muscles de poissons exposés dans I’environnement (Chu et
Metcalfe, 2007). Hoeger et al. (2007) ont étudié le devenir du diclofénac chez latruite. Ils ont
observé que celui-ci n’était pas complétement excrété et qu’une part significative entrait dans
le cycle enterohépatique prolongeant ainsi |a biodisponibilité du composé dans I’organisme et

favorisant ainsi son accumul ation.

Les recherches en écotoxicologie se tournent actuellement vers I’étude des effets sur
les écosystemes de composes actifs a de tres faibles concentrations (de I’ordre de la dizaine de
ng/l). Du fait de leur activité biologique, ces molécules ont souvent les mémes cibles
moléculaires chez I’homme et sur les espéces sauvages avec les mémes effets indésirables.
Introduits dans I’environnement, ces substances vont affecter par les mémes voies les
animaux ayant des tissus et organes cibles similaires. Des expérimentations toxicologiques
ont été réalisées pour déterminer les cibles spécifiques des substances pharmaceutiques chez
les vertéorés inférieurs et les invertébrés, basées sur I’hypothése de similitude des modes
d’action. Dans cet objectif, des analyses in vitro sur modéles cellulaires de poisson et sur
modeles d’invertébrés sont développés bien que la plupart des tests écotoxicologiques ne
prennent en compte que les effets aigus in vivo apres une courte exposition et plus rarement

apreés une exposition chronique. (Fraysse et Garric, 2005)

Bien que ces composés fassent I’objet de tests de toxicité pour leurs usages
vétérinaires et humains, ils s’avérent que ces données ne soient pas suffisantes pour juger de
leur toxicité quant aux organismes des systemes aquatiques (Huschek et al., 2004; Bound et
al., 2006). Les interactions de ces composés et de leurs métabolites avec les organismes du

milieu sont encore mal connues. (Sumpter et Johnson, 2005).
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5.1 Latoxicité aiglie des substances phar maceutiques

Les substances pharmaceutiques a usage humain ne semblent pas présenter, en
général, de toxicité aigle. En effet, la tres grande majorité de ces composés présente des
valeurs de toxicité aigiie supérieures a 1 mg/l. S ces valeurs sont comparées a des
concentrations maximales mesurées dans |'environnement (dans les effluents de stations
d'épuration aussi bien que des eaux naturelles), les valeurs de toxicité sont tres largement

supérieures.

L’existence de toxicité aigué aux concentrations environnemental es mesurées est
peu probable sur les organismes aguatiques (Figure 02). Dans la plupart des études de toxicité
les concentrations provoquant des effets aigus sont de 100 a 1000 fois plus fortes que celles
résiduelles trouvées dans I’environnement aquatique. Par exemple, la concentration la plus
basse d’acide salicylique donnant des effets aigus est de 37 mg/l, alors que la concentration
environnementale la plus haute retrouvée est 60 pg/l. L’impact de la toxicité aigué ne

semblerait pertinent qu’en cas de pollution exceptionnelle d’un site.(Zwiener, 2007) .

La toxicité des antibiotiques sur les algues vertes est moins marquée que sur les
cyanophytes. L’erythromycine et la clarithromycine, deux antibiotiques de la famille des
macrolides présentent toutefois des valeurs de toxicité tres faibles: CES0 72 h respectives de
20 pg/l et 2 pg/l sur I’algue verte P. subcapitata (Isidori et al., 2005). Dans le cas des algues
vertes, les antibiotiques | es plus toxiques sont donc les macrolides, suivis par la streptomycine

(aminoside anti-tuberculeux) et lalincomycine (lincosanide).

Assez peu de molécules appartenant a d’autres classes thérapeutiques ont fait I’objet
de tests aigus sur les algues. Dans I’ensemble, les études rapportent des concentrations
effectives tres élevees, de I’ordre du mg/l. Les cyanophytes semblent étre un peu plus
sensibles que les algues vertes, mais les valeurs de toxicité restent toutefois du méme ordre de
grandeur. Les ISRS (inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine), et notamment la
fluoxétine et la sertraline sont toutefois tres toxiques sur les algues vertes, avec des valeurs de
CES50 respectives de 24 pg/l et 12 pg/l (FDA-CDER 1996 ; Brooks et al., 2003 ; Johnson et
al., 2007)
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Les données de toxicité varient pour chaque compose. Le diclofénac semble étre le composé
ayant la plus haute toxicité aigué. Cleuvers (2003) et Ferrari et al. (2004) ont montré que le
phytoplancton réagit plus sensiblement (EC 50 (96h) : 14.5 mg/l) que le zooplancton (EC 50
(96 h) = 22.43 mg/l).

Acute toxicity
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Figure 02 : Toxicité aigué de 24 médicaments sur quelques taxons aquatiques. EC50 et
LC50 pour differents organismes, différents parameétres et différents temps d’exposition
(Fent et al., 2006).

5.2 Latoxicité chronique

Assez peu d’études portant sur la toxicité chronique des produits pharmaceutiques
chez les organismes aguatiques autres que les algues ont été réalisées ; et seul un petit nombre
de composes est concerné par ces études .La toxicité chronique des substances pharmaceutiques
est évaluée par des tests sur des organismes de laboratoires tels les algues, le zooplancton et autres

invertébrés et les poissons. (Garric et al., 2006)
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Webb (2001) suggére, en comparant différents niveaux trophiques que, de maniere
générale, les agues seraient plus sensibles aux médicaments sélectionnés que Daphnia magna
et que les poissons sont les moins sensibles. || note également que les classes les plus toxiques
sont les antidépresseurs, les antibiotiques et les antipsychotiques avec des différences tres
importantes au sein d’une méme classe. La toxicité chronique de I’ibuproféne sur D. magna et
sur les mollusques semble limitée, avec des valeurs de NOEC de I’ordre du mg/l (Hekmann et
al., 2007 ; Pounds et al., 2008).

L es études de toxicité chronique confirment que les antidépresseurs de type inhibiteurs
de la recapture de la sérotonine sont a surveiller plus particulierement au regard de la toxicité
exprimée sur les invertébrés et de I’implication du systeme sérotoninergique dans la
locomotion. Ainsi, un intérét tout particulier devrait étre porté sur la fluoxétine, molécule qui
présente une trés forte toxicité chez les algues vertes (Besse et Garric, 2008). Les
comparaisons des valeurs de toxicité chronique mettent également en évidence que les
antibiotiques sont des molécules trés toxiques. Les éudes menées par Isidori et al. (2005,

2006) montrent que leur toxicité est fonction de la molécule et de I’organisme considérés.

Canesi et al. (2007) ont mis en évidence qu’exposées (in vivo et in vitro) a des
concentrations environnementales de bézafibrate, des moules Mytilus Spp présentaient des
affections du systeme immunitaire et de la glycolyse, entre autres. Richards et al. (2008)
rapportent qu’a des concentrations aussi faibles que 0,1 pg.l/1, la fluoxétine est susceptible
d’affecter I’activité chitobiase (enzyme en charge de la dégradation de la chitine) chez la

daphnie exposée pendant 24 a 72 heures.

Quinn et al. (2008) ont mis en évidence, chez I’hydre, qu’a des concentrations
susceptibles d’étre rencontrées dans I’environnement: le gemfibrozil, I’ibuproféne, le
naproxene et le bézafibrate, apparaissaient comme de potentiels tératogénes de méme que la

carbamazépine (dans une moins grande propension).

Le propranolol est le composé le plus toxique des B-bloguants testés avec des valeurs
de toxicité différentes rapportées pour un méme organisme : les concentrations les plus fortes

ne montrant pas d’effets sur la reproduction de 7 jours sur C. dubia et de de 9 pg/l (Ferrari et
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al., 2004) et 125 pg/l (Huggett et al., 2002). Le métoprolol et I’aténolol sont moins toxiques
(Dziaowski et al., 2006).

Kostich et Lazorchak (2008) rapportent une réflexion quant aux risgues liés a la
présence de substances pharmaceutiques a usage humain pour les organismes aquatiques. lls
concluent qu’aux Etats-Unis certaines molécules sont mesurées a des concentrations
suffisantes pour affecter les organismes qui présentent des capacités  d’épuration
insuffisantes. Certains phénomeénes d’antibiorésistance ainsi que des effets toxiques sur
certains vertébrés, procaryotes et eucaryotes seraient également susceptibles de se dérouler. A
I’heure actuelle les données de toxicité chronique sont peu nombreuses (Pomati et al.,
2007 ;Winter et al.,. 2008), la figure (03) montre une synthése des principales données .

Chronic toxicity
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Figure 03 : Toxicité chronique de 10 médicaments appartenant a différentes classes
thérapeutiques. LOEC3 = concentrations les plus faibles montrant un effet e¢ NOEC4 =
concentrations les plus fortes ne montrant pas d’effets pour différents organismes
aquatiques, différents parametres et temps d’exposition (Fent et al., 2006)
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5. 3 Effets cocktail des substances phar maceutiques

Les effets d’exposition a des mélanges de substances pharmaceutiques sur les
organismes aguatiques sont encore mal connus et évalués (Cleuvers, 2004 ; Pomati et al.,
2006) de méme que ceux portant sur des interactions possibles entre les molécules

pharmaceutiques et |es autres polluants environnementaux. (Brain et al., 2004)

Thibaut et al. (2006) ont étudié, in vitro, les interactions des fibrates, des anti-
inflammatoires non stéroidiens et des antidépresseurs avec les voies du cytochrome et les
activités de phase Il impliquées dans le métabolisme des xénobiotiques et des molécules
endogénes chez les poissons. Les résultats montrent une inhibition de I’activité de
glucuronidation du naphtol et de la testostérone par les anti-inflammatoires non stéroidiens et
a un moindre degré par les fibrates, une inhibition (mineure) de I’activité de sulfatation de
I'estradiol exercée par le clofibrate, le gemfibrozil et la fluoxétine. De facon générale, le g
emfibrozil, le diclofénac et les antidépresseurs semblent étre les molécules présentant les
capacités a interférer avec les voies métaboliques les plus significatives de certains poissons.
(Fraysse et Garric 2005)

Pomati et al. (2007) suggérent que des études complétes sur les effets des mélanges
pourraient faire émerger une liste de molécules pharmaceutiques préoccupantes a des
concentrations  environnementales.  |ls rapportent également que les  scénarii
environnementaux mis en ceuvre lors des expositions (réactions antagonistes et/ou
synergigues, concentrations dépendances des effets) pourraient considérablement affecter la
prédiction des effets toxiques des mélanges et ainsi sous-estimer les risques liés a la présence

des substances pharmaceutiques dans les milieux naturels.

5.4 Toxicité des métabolites

Contrairement aux composeés parents dont e potentiel toxique est pour une part bien
connu, la toxicité des produits de dégradation, notamment des sous-produits formés au cours
de certains traitements du cycle de I’eau et dans I’environnement est mal connue (Borgmann
et al., 2007)
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Isidori et al. (2007) ont étudié le potentiel toxique, notamment génotoxique, de
certains fibrates et de leurs produits de photodégradation. |ls mettent en évidence que les
produits issus de la photodégradation du gemfibrozil présentent un caractére génotoxique et
mutagene. Le caractére mutagene des photoproduits du furosémide a également été révélé au
cours d’une etude similaire (Isidori et al., 2006). Li et al. (2008) ont étudié la toxicité des
produits issus du traitement par ozonation de I’oxytétracycline chez Vibrio fischeri (bactérie).
Les résultats mettent en évidence que le premier intermédiaire d’ozonation présente un

potentiel toxique plus important que la molécule parente.

I1. Stress oxydant : « quand I’oxydation phosphorylante mitochondriale devient une

sourceradicalaire »

D’un point de vue physiologique, un stress est a I’origine d’une perturbation de
I’équilibre cellulaire, une perturbation de I’homéostasie, du grec homoios (semblable) et stasis
(position). Au 19éme siecle, le physiologiste frangais Claude Bernard avancait que «c’est la
fixité du milieu intérieur qui est la condition d’une vie libre et indépendante ». Cette remarque
marquera le début de nombreux travaux sur la capacité de I’organisme a s’adapter aux
variations et agressions environnementales. Le désordre induit par un stress peut se manifester
au niveau de la cellule, d’un tissu, d’un organe, d’un systeme ou de I’organisme. Lorsque le
déséquilibre cellulaire est amorcé, que I’homéostasie est rompue, que la capacité d’adaptation
physiologique est dépassée, le stress apparait. L’ampleur de cette perturbation est dépendante
de I’intensité et de la durée du stress (Haliwell, 1999). Le stress oxydant : une histoire

d’equilibre redox ?

Le stress oxydant est défini par Haliwell (1999) comme I’incapacité pour I’organisme
de se défendre contre les agressions des espéces reactives de I’oxygéne (ROS : Reactive
Oxygen Species) . Ces especes dérivées de I’oxygeéne représentent la classe la plus importante
d’especes radicalaires ou radicaux libres générés par I’organisme en paralléle des espéces
nitrées (RNS : Reactive Nitrogen Species) (Miller et al., 1990). Lors d’un deséquilibre entre
la production des substances prooxydantes (radicaux libres) et la capacité de défense des
antioxydants, la balance redox ou homeostasie redox se voit déséquilibrée en faveur des

oxydants. On parle alors de stress oxydant.
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1. Les différentes especes radicalaires de I’oxygéne

Les radicaux libres (sont des especes chimiques, atomes ou molécules qui possedent
un éectron célibataire non apparié (Halliwell, 1999). Dans | es phénomenes de stress oxydant,
les radicaux libres dérivés de I’oxygene ont une propriété caractéristique commune, qui est
celle d’avoir un électron célibataire sur un atome d’oxygeéne. L’appellation ROS inclut les
radicaux libres de I’oxygeéne : anion superoxyde (O2e-), radical hydroxyle (OHe) mais aussi
certains dérivés oxygenés non radicalaires dont la toxicité est importante tels que le peroxyde

d’hydrogene (H2O.).Figure (04)

\mk}'mm

radical hydroxyle
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des kinases lipidique
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protéines I'ADN

Figure 04 : Schéma des différentesformesde ROS
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2. Systemes de défenses antioxydants

Le maintien d’un niveau non cytotoxique des EOR (espéce réactive a l'oxygene) est
assuré par des systemes d’antioxydants. Un antioxydant peut étre défini comme toute
substance capable, a concentration relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres
substrats oxydables et ainsi retarder ou empécher I’oxydation de ces substrats (Berger, 2006).
Les cdlules utilisent de nombreuses stratégies anti-oxydantes et consomment beaucoup

d’énergie pour contrdler leurs niveaux d’espéces réactives de I’oxygene.

La nature des systemes antioxydants differe selon les tissus et les types cellulaires et
selon qu’on se trouve dans le milieu intracellulaire ou extracellulaire. Les défenses
antioxydantes de notre organisme peuvent se diviser en systémes enzymatiques et systemes

non enzymatiques (Goudable et Favier, 1997) :

»  LesSystemesenzymatiques: Il s’agit principalement de trois enzymes; la
Super Oxyde Dismutase (SOD), la Catalase (CAT) et la Glutathion peroxydase (GPx). Ces
enzymes ont une action complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau du O,e- et du
H,0,, conduisant finalement a la formation de I’eau et de I’oxygéne moléculaire (Lehucher-
Michel et al., 2001).

L a superoxyde dismutase:

Comme l'indique son nom, la Super Oxyde dismutase (SOD) accélere la dismutation
de I'anion superoxyde en peroxyde d’hydrogene, Il existe plusieurs isoenzymes de SOD;
SOD ferreux (Fe-SOD), SOD a cuivre (Cu-SOD) et SOD a manganése (Mn-SOD) qui
different selon la localisation chromosomique du gene, leur contenu métalique, leur
structure quaternaire et leur localisation cellulaire (Zelko et al., 2002).

Lacatalase:

Présente en particulier dans les hématies et les peroxysomes hépatiques. Elle agit en
synergie avec la SOD puisque son role est d'accél érer la dismutation du peroxyde d'hydrogéne
en eau. (Sorg, 2004)
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L es glutathions per oxydases et réductases :

Ces deux enzymes sont localisées dans le cytosol et dans les mitochondries. La
glutathion peroxydase est une sélénoenzyme (Se-GPx) qui joue un réle trés important dans la
détoxification du peroxyde d’hydrogéne, mais aussi d’autres hydroperoxydes résultants de
I’oxydation du cholestérol ou des acides gras en couplant la réduction de ces dérivés réactifs
avec I’oxydation de substrats reducteurs comme le glutathion (GSH). La glutathion réductase
(GR), quant a elle, a pour role de régénérer le GSH a partir du GSSG tout en utilisant le
NADPH comme un cofacteur (Martinez-Cayuela, 1995).

» Les Systemesnon enzymatiques: Ce groupe de systemes anti-oxydants renferme de
nombreuses substances endogenes parmi lesquelles on peut citer le glutathion, I’acide
urique, la bilirubine, la méanine, la Méatonine, I’acide lipoique. De tous ces composés
endogenes synthétisés par les cellules, le plus important est sans doute e glutathion réduit
(thiol majeur au niveau intracellulaire) (Favier, 2003). La bilirubine est, quant a elle,
capable de piéger les radicaux peroxyles et I’oxygene singuliet, protégeant ainsi I’albumine

et lesacides gras liés a I’albumine des attaques radicalaires (Neuzil et Stocker, 1993).

Les protéines chélatrices de métaux de transitions comme I’haptoglobine, la ferritine,
I’albumine et la céruloplasmine agissent en diminuant la disponibilité d’agents pro-oxydants,
comme les ions Fe** /Fe*" ou Cu?*/Cu’ permettant par ce biais de prévenir la production des

radicaux libres par la réaction de Fenton (Martinez-Cayuela, 1995).

D’autres substances exogenes apportées par I’alimentation, telles que les vitamines E
(tocophéral), C (acide ascorbique), Q (ubiquinone), ou les caroténoides agissent en piégeant
les radicaux et en neutralisant I’électron non apparié, les transformant ainsi en molécules
stables (koechlin-ramonatxo, 2006). La vitamine piégeuse devient a son tour un radical qui
sera détruit ou régénéré par un autre systéme. A titre d’exemple, la vitamine E est régénérée
par la vitamine C, elle-méme régénérée par les ascorbates réductases (Pincemail et al.,2002).
Des composés comme les alcaloides, les polyphénols et les phytates, huiles essentielles
(Bruneton, 1999). Favonoides (Pietta, 2000; Cotelle, 2001) apportés également par
I’alimentation, jouent un role similaire de piégeurs de radicaux libres (Koechlin-Ramonatxo,
2006).
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3. Lamitochondrie: « Source de production desROS »

Les mitochondries sont des organites intracellulaires pourvus d'une double membrane,
elles sont probablement issues d'un phénoméne de symbiose entre une bactérie pourpre (0
protéobactérie) et une cellule protoeucaryotique (une bactérie anaérobie sirement proche des
archaebactéries) (Gray et Dooalittle, 1982). Cette symbiose permet ala cellule hote de vivre en

conditions agrobies gréace al'acquisition de larespiration.

La mitochondrie est en effet le principal fournisseur d’ATP dans les cellules
eucaryotes. Les réactions de phosphorylations oxydatives réalisées dans la membrane interne
mitochondriale permettent la transformation de I’énergie contenue dans les nutriments en
énergie utilisable par la cellule: ’ATP. Le systéeme de phosphorylation oxydative est
composé de la chaine respiratoire mitochondriale (quatre complexes protéiques, eux-mémes
composeés de différentes sous unités codées soit par e génome nucléaire soit par le génome

mitochondrial) et de I’ATP synthase.

3.1 Fonctionnement

La dégradation des nutriments permet de fournir a la chaine respiratoire des
équivalents réduits sous forme de NADH + H+ et de FADH,. Ces molécules sont réoxydées
par transfert de leurs électrons sur un accepteur final : I’oxygene. Cette étape est réalisée par
I’intermeédiaire d’une chaine de transport sur laquelle les électrons vont transiter en fonction
de leur potentiel d’oxydo-réduction. Ainsi, le NAD+ ayant une faible affinité pour les

électrons, saforme réduite, le NADH, peut facilement perdre deux électrons.

L’oxygéne moléculaire posséde une tres forte affinité pour les électrons et capture
facilement ceux des autres molécules. 1l va donc s’établir le long de la chaine respiratoire un
gradient de potentiels d’oxydoréduction et les électrons vont transiter de molécules a faible
potentiel (tels que le NAD+ qui a un potentiel de — 320 mV) vers des molécules a fort

potentiel (tels que I’oxygéne qui aun potentiel de + 816 mV).

Au niveau des complexes I, Il et 1V, le transfert des électrons s’accompagne d’un
pompage de protons de la matrice vers I’espace intermembranaire, générant ainsi une force

protonmotrice qui est la somme du gradient de pH et du potentiel membranaire d’environ
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-150 mV (négatif du coté matriciel). Ce gradient éectrochimique est ensuite utilisé par
I’ATP synthase pour la phosphorylation de I’ADP en ATP. L’ATP ainsi formé est alors
exporté dans le cytosol gréace a la translocase des nucléotides adényliques (ANT). (Mitchell,
1977)

3.2 Lamitochondrieet la production de ROS

Dans l'organisme, il existe de nombreuses sources de ROS parmi lesquelles
['autooxydation des petites molécules, la xanthine oxydase et la NADPH oxydase, le
réticulum endoplasmique, les peroxysomes. L'auto-oxydation de molécules telles que la
dopamine, |'adrénaline, les flavines et les hydroquinones est une importante source de ROS
(Freeman et Crapo, 1982). Le produit direct de ces auto-oxydations est souvent 1'O2.
Cependant, la principale source de ROS est |la mitochondrie par l'intermédiaire de sa chaine
respiratoire. Elle produirait en effet 90% des ROS cellulaires (Balaban et al., 2005). C’est
une source permanente de ROS. Sdlon certains auteurs, environ 1 a 3% de I'oxygene utilisé
par la mitochondrie est incomplé&tement réduit et produit des ROS (Boveris et al., 1972). Ces
estimations sont réalisées a partir de mesures in vitro sur des mitochondries isolées en
présence d'une pression partielle en oxygéene non physiologique et de concentration saturante
en substrats( Boveris et Chance, 1973). 1l est vraisemblable que la production mitochondriale
de ROS in vivo soit beaucoup plus faible (0,4 a 0,8%) (Hansford et al., 1997). |l existe deux

sites de production de ROS dans lamitochondrie : les complexes| et 111 .Figure (05)
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Figure 05 : Sitesde production de ROS au niveau de la chaine respiratoire
(Buchanan et al., 2000).

1. Généralités sur la Paramécie

La paramécie est I’un des premiers organismes unicellulaires a avoir été observé au
microscope. Depuis lors, sa facilité de culture, sa grande taille (120 ym de longueur en
moyenne et 48 um de largeur environ), la facilité d’observation de ses fonctions cellulaires

variées en ont fait un modele d’étude privilégié pour les biologistes cellulaires.

La paramécie, polarisée et asymétrique, présente de nombreux organites différenciés
ayant des fonctions trés spécialisées : le goulet de phagocytose permet I’ingestion des
bactéries, le cytoprocte (ou anus cellulaire) est nécessaire a I’expulsion des déchets, et les
vacuoles pulsatiles servent a réguler I’osmolarité. Une des plus grandes caractéristiques de la
paramécie est la présence de milliers de cils vibratoires sur sa surface, permettant la
locomotion et la nutrition. La paramécie possede également une voie de sécrétion régulée, la
voie d’exocytose, des trichocystes, moyen de défense contre ses prédateurs, ainsi qu’un cortex

complexe.
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Figure 06 : présentation de la paramécie. A- Vue d’une paramécie en microscopie
électronique a balayage. B- la ciliature d’une paramécie vue en immunofluor escence
(anticor ps anti-tubuline). (Gogendeau, 2005).

Dimor phisme nucléaire et cycledevie

Comme la plupart des ciliés, la paramécie est caractériseée par un dimorphisme
nucléaire : elle possede un macronoyau hautement polyploide (800 n) transcriptionellement
actif pendant la vie végétative et deux micronoyaux germinaux nécessaires a la transmission
de I’information génétique. En phase végétative et a une température de 27°C, les cellules se
divisent environ toutes les 5heures. Mais en condition de carence alimentaire, les cellules
entament une reproduction sexuée qui peut étre de deux types: la conjugaison (fécondation
réciprogue entre deux partenaires) et I’autogamie (autofécondation) (Sonneborn, 1975). A
chaque événement sexuel, I’ancien macronoyau est dégradé et un nouveau est alors formeé a
partir d’un micronoyau par amplification de chromosomes et éimination de séquences. Suite

a I’autogamie, on a :

Conservation du patrimoine génétique, et perte de [I’histoire évolutive des
macronoyaux.

Perte du transgene injecté dans le macronoyau de la paramécie.
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V1. Généralités sur les xénobiotiques utilisées
1. LeParacétamol

Le paracétamol (ou acétaminophene), decouvert il y a plus d’un siécle, est I’antalgique
le plus utilise au monde (Bannwarth et Pehourcq ,2003) sans doute du fait de sa parfaite
tolérance aux doses thérapeutiques. |l appartient a la famille des Antal giques non opiacés, de
palier | de la classification de I’OMS. La totalité de son mécanisme d’action n’est pas
complétement élucidé, mais il s’agirait d’une action principalement centrale (Remy et al.,
2006). 1l semble inhiber la cyclo-oxygénase (Cox) au niveau du systeme nerveux central sans
action périphérique, raison pour laquelle il est dénué d’effets anti-inflammatoires. (Zou et al.,
1999)

Le paracétamol dispose d’une activité antipyrétique et analgésique, tout comme les
salicylés sans avoir d’activité anti-inflammatoire ou anti-agrégante plaquettaire, ni de toxicité
sur la mugueuse gastroduodénale (BIAM 2004). Malgré I’ancienneté de cette molécule il

demeure encore certaines incertitudes concernant son mode d’action.

Considéré lors de la classification de I’OMS comme un antalgique périphérique,
I’action centrale du paracétamol est aujourd’hui démontrée (Remy et al., 2006) par inhibition
de la synthése de prostaglandines, issues de la cascade inflammatoire et par |la modulation des

messages nociceptifs (Viel et al., 1999).

Par ailleurs, certains proposent un mécanisme d’action sérotoninergique central par
activation des neurones sérotoninergiques descendants, qui exercent au niveau spina une

action inhibitrice sur les voies de ladouleur (Bonnefont et al., 2003).

2. L lIbuprofene

L’ibuprofene est un anti-inflammatoire, analgésique et antipyrétique non stéroidien
largement utilisé. 1l appartient au groupe des dérivés de l'acide propionique .Les anti-
inflammatoires non stéroidiens acide Acétylsalicylique (aspirine), Diclofénac, Ibuproféne,
sont des inhibiteurs des deux isoformes de la cyclo-oxygénase (Cox-1 et Cox-2), enzymes

impliguées dans la synthése des prostaglandines. (Dorosz, 2007).
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v’ Effet des deux xénobiotiques sur I’environnement :

Chez les poissons, un homologue de la Cox-2 a éé mis en évidence dans les
macrophages de la truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss), ou I’on retrouve 83%
d’homologie avec la Cox-2 humaine et 77% avec la cox-1. Cette homologie suggérerait une
sensibilité des poissons a ces molécules (Zou et al., 1999). De plus 0,05 M (7,5 mg/l) de
paracétamol inhibe 50 % de la production de vitellogénine chez des cellules isolées de foie
de truite (Harnagea-Theophilus et al., 1999).

Cet effet ubiquitaire justifie les recherches sur le devenir des résidus de ce
xénobiotique dans I’environnement. En effet, en Asie, la disparition de vautours qui se
nourrissaient de bétail traités au Diclofénac serait attribuée a la toxicité de cet anti-
inflammatoire (Oaks et al., 2004). Ainsi, bien que les deux xénobiotiques soient métabolises,
le risque pour I’environnement n’en est pas moins diminué en raison de la présence de leurs

métabolites générés au cours de la dégradation biologique.
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Introduction

La recherche de relations entre données pharmacol ogiques et écotoxicologiques a été
proposée par plusieurs auteurs, et les mécanismes d’action ainsi que les concentrations
plasmatiques thérapeutiques ont été utilisés pour estimer le risque et les effets médicaments
sur des espéeces aguatiques (Huggett et al., 2002 ; Seiler 2002 ; Lange et Dietrich 2002).

> Objectif du travail

L’ objectif de ce travail est d’étudier les effets cytotoxiques du Paracétamol et de
I’Ibuprofene sur un modele cellulaire alternatif Paramecium tetraurelia. Ce choix est justifié
pour deux raisons principales ; d’abord en raison de la forte similitude entre le métabolisme
des paramécies et les cellules de mammiféres (Kosmala et al., 1999) ensuite du fait que ces
cellules peuvent rendre compte d’éventuelles altérations du milieu aussi minimes soient-elle
(Chapman, 2001) et ce a travers le suivi de certains paramétres morpho-physiologiques
comme la cinétique de croissance, le pourcentage de réponse, le taux de mortalité ainsi que le

taux de malformations, et nombre de vacuoles digestives.

1. Matéria et méthodes

1.1 Materiel biologique

Nous avons utilisé une culture pure de Paramecium tetraurelia dont la Position

taxonomique est la suivante : P. tetraurelia répond ala classification de Corliss(1961).

Super regne : Eukaryotae

Phylum : Protista

Classe: Ciliophora

S/classe: Olygohymenophorea
Ordre: Peniculia
Slordre: Urocentrida
Famille: Paramecina

Genre: Paramecium
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Figure 07 : Structure d’une paramécie au microscope. (Génoscope, 2007)

1.2 Matériel chimique

1.2.1 L e Paracétamol

Le paracétamol (ou acétaminophene) que nous avons utilisé est constitué du principe actif pur

a 99% sous forme de poudre. 1l se présente sous la forme d’une poudre cristalline blanche,

inodore, de saveur amere, soluble dans I’eau dont la structure moléculaire est la suivante

(Figure 08). 1l nous a été fourni par une unité de fabrication de médicaments située dans la

zone industrielle Ouled Salah (Jijdl).

Les principales caractéristiques physicochimiques du Paracétamol sont regroupées

dans le tableau (02)
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=1

O
H

Figure 08 : Structure moléculaire du paracéamol. (L echat, 1978)

Tableau 02 : Caractéristiques Physicochimiques du Paracétamol. (Mac Kellar, 1991)

Formule
Masse molaire PKa Solubilité DL50
brute
Soluble dans |'acétone, | 2 400 mg/kg
CaHoNO 95 'éhanol, leméthanol, | R ord.
81972 1 151,1626 + 0,0078 g/mol : ' '
800 mg/kg
Beaucoup plus soluble Souris
dans |'eau chaude 825 mg/kg
Chien
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1.2.2 L’ibuproféne

L'ibuprofene est un A.I.N.S appartenant a la famille des acides aryl-alcanoiques, plus

exactement a la sous-famille des acides aryl-propioniques. 1l sagit du 2-(4-isobutylphenyl)

d'acide propionique. Il se présente sous la forme d'une poudre cristalline incolore, nous avons

utilise un principe actif pur a 98 %. Il nous a éé fournit par une unité de fabrication de
meédicaments située dans la zone industrielle Ouled Salah (Jijel). L'

buprofene est

relativement insoluble dans I'eau mais il est soluble dans la plupart des solvants organiques.

C'est un acide faible, utilisable sous forme de sdl.

HaC

H,,

CH;

Tableau 03 : caractéristiques physicochimique de I’ibuproféne

Figure 09 : Structure moléculaire de I’ibuproféne. (Adams, 1969)

Formule . .
Masse molaire PKa Solubilité DL50
brute
=1 600 mg/kg
Ci3H1802 206,2808 + 0,0123 g/mal 4,54 Dans I’eau et Rats oral,
laplupart des =320 mg/kg

sourisi.p.

solvants
. =1 300 mg/k
organiques. rats subcutané
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2. Méthodes
2.1 Culture de Paramecium tetraurelia

Paramecium aurelia ont éé cultivées au Laboratoire Toxicologie Cellulaire de
I'Université d'‘Annaba (Algérie). Selon la méthode de Benbouzid et al., (2012), I’isolement
d’une seule cellule a d’abord été effectué, ce qui nous a permis d’obtenir des populations a
partir de cellules uniques autogames. Les cellules ont été cultivées ensuite dans un milieu de
culture gusté avec 50 um de Calcium, et 0,4mM de Na+. Une colonie de Klebsiella
pneumoniae est ensuite additionnée au milieu de culture a pH 6.5 et une température de 25+
1 °C. Avec une photopériode de 14h de lumiére et 10h d’obscurité (Boulassel et al., 2013).
Les cellules sont repiquées tous les trois jours pour maintenir une bonne culture et pouvoir

utiliser donc la phase exponentielle de croissance.

2.2 Conduite a I’essai

Nous avons utilisé (2, 4,6, et 8) UM de paracétamol et d’ibuprofene que nous avons
gjouté a 10 ml de milieu de culture, avant I’ensemencement des paramécies. Le Paracéamol

et I’lbuprofene sont testés sur des aliquotes de 10 ml de la culture.

2.3 Cinétique de croissance cellulaire

La cinétique de croissance des paramecies a été effectuée par comptage cellulaire
manuel (compteur manuel) sous microscope optique (Leica DL 1000) en fonction du temps
selon la méthode de (Bouaricha ,2013). La cinétique de croissance commence déslamiseen
contact des paramécies avec les xénaobiotiques L’observation microscopique est réalisée sous

microscope photonigue au grossissement 10, selon le protocol e suivant :

Ton — Observation microscopique + comptage de cellules

T1n - Observation microscopique + comptage de cellules

l

T7on — Observation microscopique +comptage de cellules
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2.4 Calcul du Pour centage de Réponse

C’est un calcul qui évalue la réponse du protiste vis-a-vis des xénobiotiques, les
valeurs positives du pourcentage de réponses indiquent une inhibition de la croissance tandis

gue celle négatives une stimulation de la croissance (wong et al., 1999).

L e Pourcentage de Réponse est basé sur I’équation suivante :

Pour centage de Réponse = [(N¢- Ng)/N¢g] X 100

Ou:
Nc: Nombre de cellules témoins

Ng : Nombre de cdllules traitées

2.5 Taux de mortalité

Le suivi du taux de mortalité est éffectué par dénombrement quotidien des paramécies
jusqu’au quatrieme jour (72h). Ce taux est calculé selon la méthode d’ Abbot. (1925) selon la

formule suivante :

|
%I
X

%]
| el

100

X = Nombres de cellules vivantes témoins

Y = Nombre de cellules vivantes traitées
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2.6 Taux de malformations

L’evaluation des malformations est effectuée par observation microscopique des paramecies
témoins et traitées au grossissement x 100 selon la méthode de Azzouz (2012). Les
paramétres pris en compte sont les changements de forme et L’apparition de

bourgeonnements au niveau de la membrane.
2.7 Nombre de vacuoles digestives

La détermination du nombre de vacuoles digestives est effectuée aprés une coloration
au rouge neutre selon la méthode de Rouabhi et al (2006). Elle consiste a compter le nombre
de vacuoles digestives chez des paramécies placées entre lames et lamelles sous microscope

(LeicaDL 1000) au grossissement x10.
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3. Réaultats

3.1 Effet du paracéamol et de I’ibuprofene 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 |a phase exponentielle de croissance.

Effet du paracétamol

La figure (10) représente I’évolution du nombre de cellules, en fonction du temps,
traduisant ains les variations de la croissance cellulaire. On observe gque des la mise en
contact du xénobiotique avec les cellules et jusqu’ ‘a 1h de traitement le nombre de cellules

témoins et traitées évoluent de maniére similaire.

Au dela d’1h de traitement au paracétamol, nous constatons une différence dans
I’évolution de la courbe de croissance ; cette différence s’intensifie en fonction du temps et a
partir de 6h de traitement (durant la phase exponentielle de croissance, nous constatons une
inhibition trés hautement significative et dose dépendante de la croissance (p< 0,001) des

parameécies traitées aux plus fortes concentrations (6 et 8 uM) par rapport aux témoins.

Aprés 48h de traitement, |a croissance des paramécies traitées avec les concentrations
(4, 6 et 8) UM de Paracétamol est totalement inhibée.
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Figure 10 : Cinétique dela croissance des paraméciestraitéesau paracétamol.

Effet de I’l buprofene:

La figure (11) représente I’effet de I’l1buproféene sur I’évolution de la croissance
des paramécies en fonction du temps. Nous constatons que des la mise avec I’lbuproféne,
le nombre de paramécie diminue de maniére trés hautement significative et dose dépendante
(p < 0,001) par rapport aux témoins. Cette diminue se poursuit en fonction du temps, elle est

plus marquée pour les plus fortes concentrations
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Figure 11 : Cinétique dela croissance des paraméciestraitées a I’ibuproféne.

3.2 Effet du Paracétamol et de I’l buproféene sur le pour centage de réponse (PR)

L e pourcentage de réponses (Wong et al. ,1999) est un paramétre permettant d’évaluer
I’effet des xénobiotiques sur la viabilité des paramécies et confirmer ainsi I’évolution de la

cinétique de croissance.

Effet du Paracétamol

La figure (12) illustre le pourcentage de réponse des paramécies traitées par les

concentrations croissantes de paracétamol.

On remargue gue le pourcentage de réponse est positif pour toutes les concentrations
de Paracétamol testées, cette inhibition est dose dépendante. Ainsi, Il est de 38.26% pour la
concentration 2 UM et atteint 88.26 % ala concentration 8uM.
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Figure 12: Pour centage de Réponse des parameéciestraitées avec des
concentrations croissantes de paracétamol

Effet de I’lbuproféne

La figure (13) illustre le Pourcentage de réponse des cellules soumises aux
concentrations de 2,4, 6, et 8uM d’ibuprofene.

Nous constatons que le pourcentage de réponse est positif pour toutes les
concentrations de I’lbuprofene testées, cette évolution est dose-dépendante puisqu’il est de

11% a la concentration de 2uM pour atteindre 90.3% pour la plus forte concentration de
8uM.
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Figure 13 : Pourcentage de Réponse des Parameécies traitées avec des concentrations
croissantes d’lbuproféne.

3.3 Evaluation du taux de mortalité:
Effet du Paracétamol

Le tableau (04) illustre I’évolution du taux de mortalité des paramécies en présence de
concentrations croissantes de Paracétamol.

Nous remarquons qu’apres 1h de traitement, le taux de mortalité des paramecies
augmente pour atteindre 4.2% pour les traitées avec la concentration de 6uM. Cette
augmentation est dose dépendante et hautement significative (p< 0.01)

Aprés 72h de traitement le taux de mortalité avoisine les 16.35 % pour les paramécies
traitées avec la plus forte concentration (8uM).
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Tableau (04): Evolution du taux de mortaité chez les paramécies traitées avec des
concentrations croissantes de Paracétamol en fonction du temps

Paracétamol (uM)

2 4 6 8
Temps (heures)
1 0 2+2 4.2 +3 10+1.1
6 0.3+0.70 3.80+2.20 4.76+2.38 12.64+9.22
18 1.31+1.33 4.36+0.66 5.25+6.25 19.25+6.50
24 3.21+0.10 5.36+1.33 8.95+5.35 20.25+1.25
72 4.25+1.25 6.21+4.21 9.25+2.25 26.35+6.35

Effet de I’ibuprofene

Le tableau (05) met en évidence I’évolution du taux de mortalité chez les paramécies
traitées avec des concentrations croissantes d’lbuproféne. Ainsi nous remarquons que le
taux de mortalité chez les cellules traitées est de 4.15 % apres 72h d’exposition au
meédicament a la concentration de 2uM. Ce taux augmente de maniéere dose dépendante

pour atteindre lavaleur de 25.45 + 4.25% chez les cellules traitées avec 8uM apres 72h.
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Tableau (05) : Evolution du Taux de mortalité chez les paramécies traitées avec des

concentrations croissantes d’Ibuproféne en fonction du temps :

I buproféene (uM)
2 4 6 8
Temps (heures)
1 1+0.25 1+2.73 225+ 2.26 1554+ 4.6
6 1.50+4.30 1.80+6.20 29.+3.78 16.64 +2.12
18 311+ 343 4.66 + 2.45 5.25+4.25 18.45+5.35
24 4.08 + 5.40 6.25+3.73 7.15+3.25 20.22+ 3.75
72 4.15+5.30 6.11+1.51 7.64+ 464 2545+ 425

3.4 Modifications mor phologiques
3.4.1 Taux de malformations

Apres exposition des paramécies aux concentrations croissantes de Paracétamol et
d’ibuproféne. Observées au MO, les paramécies témoins ont des formes normales allongées
avec un déplacement selon une trajectoire bien définie. En revanche les paramécies traitées
présentent des invaginations au niveau de leur membrane ces anomalies de formes (figure 15)
, dont le nombre augmente de fagon hautement significative (p< 0.01) sont dose-dépendantes
et ceci pour les deux xénobiotiques testés. La figure (16) indique une perforation et une

dissolution de lamembrane plasmique d’une paramécie traitée.
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Figure 14: Observation microscopique d’une paramécie témoin

Figure 15 : Malformation et formation de bourgeonnement au niveau dela
membrane plasmique d’une paramécie traitéesavec 8uM de Paracétamol.
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Figure 16 : perforation et dissolution dela membrane plasmique d’une
paramecie traitée avec 8uM d’lbuproféne.

Taux de malformationsinduites par le Paracétamol :

Lafigure (17) met en évidence le taux de malformations en présence de concentrations
croissantes de Paracétamol. Nous remarquons gue le traitement par le Paracétamol induit
I’apparition de malformations au niveau membranaire. L’intensité de ces malformations est
hautement significative (P< 0.01) et tend a augmenter de fagcon dose dépendante. Ains
environ 40% des paramécies traitées avec 8uM  de Paracétamol  présentent des

malformations.
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Figure 17: Taux de malformationsinduites chez les paramécies par les concentrations
croissantes de Paracétamol

Taux de malformationsinduites par I’lbuprofene

La figure (18) met en évidence I’évolution du nombre de maformations chez les
paramécies traitées par des concentrations croissantes d’lbuprofene. Nous remarquons le
nombre de paramécies présentant des malformations augmente de maniere hautement
significative (p< 0.01) et dose-dépendante.

Ainsi nous constatons un taux de maformations de plus de 50% pour les paramécies
traitées avec la concentration de 8uM d’ Ibuprofene.
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Figure 18 : Evolution du taux de malfor mations chez les paramécies traitées par des

concentrations croissantes d’l bupr oféene.

3.4.2 Evolution du nombre de vacuoles digestives aprés exposition au Paracétamol et a
I’lIbuprofene
Lafigure (19) représente la coloration des vacuoles digestives par |e rouge neutre

Figure 19: Coloration desvacuoles digestives au rouge neutre
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Effet du Paracétamol

La figure (20) met en évidence I’évolution du nombre de vacuoles chez les cellules
traitées avec des concentrations croissantes de Paracétamol.

Nous remarguons une diminution hautement significative (p<0.01) et dose-dépendante
du nombre de vacuoles chez les cellules traitées par rapport aux témoins. Ainsi, nous avons
mis en évidence environ 7a 10 vacuoles chez les témoins alors qu’elles ne sont que de 4 chez
les traités par la concentration de 4uM et ne dépassent pas 2 chez les traitées a la plus forte
concentration 8uM du xénabiotique.
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Figure 20 : Evolution du nombre de vacuoles digestives chez les paramécies
traitées avec des concentrations croissantes de Par acétamol
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Effet du I’lbuproféne

La figure (21) représente le nombre de vacuoles digestives présentes chez les
paramécies témoins et traitées avec des concentrations croissantes d’ Ibuproféne.

Nous constatons une diminution hautement significative (p<0.01) et dose-dépendante
du nombre des vacuoles par rapport aux témoins. Ainsi le traitement a la concentration 8uM

induit une diminution de I’ordre de 80% par rapport aux paramecies témoins.
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Figure 21 : Evolution du nombre de vacuoles digestives chez les paraméciestémoins et
traitées avec des concentrations croissantes d’lbuprofene

Page 47



Chapitrell Physiologie et Morphologie

Discussion

L’avantage majeur d’utiliser des protozoaires est bien sir le fait que ce sont des
eucaryotes unicellulaires. Ils possedent donc des systemes biologiques comparables a ceux
des animaux supérieurs, tel un noyau, une mitochondrie, un cytosquelette... etc et leurs
réponses Vis a vis des produits toxiques peuvent étre similaires a celles des organismes
pluricellulaires. Pour cibler latoxicité aigué in vivo des produits pharmaceutiques, I’utilisation
de cellules en culture s’avére étre un choix incontournable (Fent et al., 2006)

D’un autre coté, la présence de résidus de médicaments dans I’environnement et dans
les eaux de surface particulierement suscite plus d’intérét. Ainsi, larégénération des polypes
du cnidaire H. vulgaris a été observée en présence de Diazepam, Digoxine ou encore

I’Amlodipine apres 17 jours d’exposition a une concentration de 10 pg/l (Pascoe et al. 2003).

Fong (1998) a montré que la fluvoxamine (un antidépresseur) induisait la parturition
chez la moule : la sérotonine éant impliquée dans les phénomenes de reproduction chez
certains invertébrés. Les ISRS (inhibiteurs spécifiques de recapture de la sérotonine)
pourraient donc agir comme des perturbateurs endocriniens sur certains invertébres,

notamment les mollusgues.

Une éude menée sur les poissons portant sur les effets de I’lbuprofene sur la
reproduction d’Oryzias latipes rapporte qu’une exposition de 6 semaines a des concentrations
supérieures ou égales a 1 pg/l d’lbuproféne provoque une diminution du nombre de jours de
ponte paralélement a I’augmentation du nombre d’oeufs pondus par jour de ponte ; le
nombre d’ceufs pondus au final restant équivalent (Flippin et al., 2007) . Enfin, Henry et
Black (2008) rapportent que la Fluoxétine peut atérer le développement sexuel de la

Gambusie.

De plus selon Ferrari et al. (2004), les cyanophytes sont tres sensibles ala présence de
I’acide Clofibrique et du Diclofénac dans leur milieu, alors que les diatomées le sont vis-&vis

des Carbamazépines et du Propranolol. Johnson et al. (2005) a montré la sensibilité des agues
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telles que Chlorella vulgaris ou encoreP. subcapitata, S. acutus et S. quadricauda), vis avis

des antidépresseurs.

Dans ce travail nous nous sommes intéressés a la toxicité de deux molécules utilisées
largement comme antipyrétiques et analgésiques: le Paracétamol et I’lbuproféne sur un
modéle biologique aternatif a savoir la paramécie. Pour cela nous sommes intéressés en
premier lieu a I’effet de ces deux xénobiotiques sur la croissance cellulaire qui est un
parametre qui rend réellement compte de la toxicité d’un xénobiotique (Sauvant et al., 1999;
Perez-Rama,2001),et par consequent le taux de mortaité ains que sur les éventuelles

modifications morphol ogiques que pourraient induire les deux xénobiotiques testés .

Le traitement par le Paracétamol et I’lbuproféne, a inhibé la croissance cellulaire ce
gui a provoqué en premier lieu par une déplétion importante du nombre de cellules et ce des
les premieres heures de traitement. Nos résultats sont en accord avec ceux de Cleuvers,(
2003) qui a montré que I’lbuproféne inhibe la croissance de Desmodesmus subspicatus a la
concentration de 315 mg/L et immobilise les Daphnia magna a 108 mg/L . cet effet des deux
xénobiotiques sur la croissance cellulaire, est renforcé par le pourcentage de réponse (Wong
et al., 1999). Nos résultats sont en accord avec ceux de Bouricha et al .,(2013) qui ont é&udié
la toxicité du Proclaim (biopesticide) sur les paramécies et ceux de Sbartai et al (2009) qui
ont testé I’effet du Bifenazate et de I’indoxacarbe (pesticides) et qui ont mis en évidence
I’importance du facteur -croissance des parameécies- en toxicologie cellulaire ains que le
pourcentage de réponse qui apporte en amont une indication sur la toxicité des xénobiotiques
en général.

Ayant mis en évidence une inhibition de la croissance cellulaire, il nous a semblé
judicieux de nous intéresser au taux de mortalité des paramécies exposées aux deux
xénobiotiques. Nos résultats ont mis en évidence que ces derniers sont a I’origine d’une forte
mortalité en accord avec ceux de Quinn et al (2008) et Kim et al (2009) qui ont montré que
I’Ibuproféene tue 50 % des Thamnocephalus platyurus, des Hydra attenuata et des Oryzias
latipes respectivement aux concentrations 19 mg/L, 22 mg/L et plus de 100 mg/L.

Richards et al.,(2008) ont évalué en mésocosme les effets de I’lbuprofene, la
Fluoxétine et la Ciprofloxacine sur le phytoplancton, le zooplancton, les algues, une
communauté benthique et des juvéniles de poissons apres une exposition de 35 jours. Le
phytoplancton et le zooplancton ont été affectés a partir des concentrations moyennes
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(60-110 pg/l) par une diminution de leur diversité, une réduction de la croissance des algues
ainsi qu’une importante létalité chez les poissons aux plus fortes et moyennes concentrations
(600-100 pg/l). En revanche, selon Kolpin et al.,(2002) et Richard et al.,( 2008), Les
concentrations maximales d’lbuprofene, de Fluoxétine et de Ciprofloxacine détectées aux
Etats-Unis sont respectivement de 1; 0.012; 0.03 pg/l dans les eaux de surface, selon ces

auteurs , ces concentrations n” affecteraient pas négativement les communautés aguati ques.

Dans notre travail, en plus de I’inhibition de la croissance, nous avons mis en evidence
des modifications morphologiques des paramécies en présence des deux xénobiotiques, et
d’un autre coté la diminution du nombre de vacuoles digestives. Le cytosquel ette assure une
certaine rigidité a la cellule et sert a la fixation des organites. 1l gouverne les mouvements
internes dans la cellule tels que le déplacement des chromosomes et des organites cellulaires
commeles mitochondries ou le noyau. De méme, le cytosquel ette gouverne les déformations
de la membrane cdllulaire. Cette interaction cytosguelette-membrane peut étre altérée
sous l’effet de certains agents physiques ou chimiques, générant des dommages
structuraux au niveau de la membrane et le cytosguelette (Stevens et Lowe, 1997). Ces
effets se traduisent par des changements de formes et par I’apparition de bourgeonnements au
niveau de la membrane plasmique conduisant a la mort cellulaire (Friedl, 2003). Dans notre
travail, nous avons mis en évidence la présence de bourgeonnements ainsi qu’une irrégularité
du pourtour cellulaire sous I’effet des deux xenobiotiques en accord avec les travaux de

(Stevens et Low 1997) ainsi que ceux de Azzouz (2012).

Concernant la diminution du nombre de vacuoles, ceci pourrait s’expliquer par le
déclenchement d’un systeme de défense chez les paramécies, en rapport avec le trichocyste, et
le phénomene d’exocytose qui est un processus cellulaire qui permet la sortie vers le milieu
extracellulaire de produits synthétisés dans la cellule. C’est la derniére étape d’un processus
biologique complexe appelé voie de secrétion (Cohen, 2005). Nos résultats sont en accord
avec ceux de Venkateswara Rao et al., (2006) qui ont démontré que I’exposition de
Paramecium caudatum a I’ Acephate provoque des ruptures des vacuoles et par conséquent
I’augmentation du volume cdllulaire, conduisant a la lyse cellulaire d’ou I’augmentation du
taux de mortalité cité auparavant.
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I ntroduction

Un des domainesou il y aeu trés peu de recherches effectuées jusgu'a présent mais ou
réside beaucoup de potentiel, est I'étude des effets des produits toxiques au niveau
moléculaire, plus spécifiqguement sur la synthése des protéines de stress. Tous les produits
toxiques causent des dommages aux cellules. A une concentration sublétale, les toxiques ne
causent pas de mortalité mais permettent ainsi aux cellules de combattre ces effets toxiques en

synthétisant des protéines de stress.

» Objectif du travail

Afin de mieux comprendre I’effet des deux médicaments (Paracétamol et Ibuproféne)
sur les paramécies, nous nous sommes intéressés a I’évolution des principaux métabolites
cellulaires a savoir, (protéines, lipides et glucides), qui en plus de leur réle comme éément
constitutif dela membrane plasmique, participent dans e métabolisme globale de lacellule,
nonobstant le réle des enzymes ( proténes). Aussi, toute altération aussi minime soit-elle d’un

de ces é éments aura des conséquences sur |le comportement des paramécies .

L’ autre volet de ce chapitre concerne I’étude polarographique qui nous permettra de
suivre les effets des deux meédicaments sur le métabolisme respiratoire des paramécies et par
conséquant la consommation d’O2 qui pourrait rendre compte de I’implcation des
monoxygeénases dans | e processus de biotransformation/metabolisation.

1. Méthodes
1.1 Dosage des métabolites

L’extraction des métabolites dés paramécies a été réalisée selon le procéde de Shibko et
al.(1966).

1.1.1 Dosage des proténes
Les protéines sont quantifiées selon la méthode de Bradford (1976).
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1.1.2 Dosage des glucides

L e dosage des glucides est réalisé selon la méthode de Duchateau et Florkin (1959).

1.1.3 Dosage deslipides

Le taux de lipides est déterminé selon la méthode de Goldsworthy et al. (1972).

1.2 Etude Polar ographique
1.2.1 Principe du dosage

Le suivi du métabolisme respiratoire des paramécies est effectué selon la méthode de
Benbouzid et al(2012).
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2. Réaultats

2.1 Effets du paracétamol et de I’ibuprofene sur I’évolution du taux de proténes

Effet du Paracétamol

Les variations du taux de protéines totales chez les paramécies témoins et traitées sont
représentées dans lafigure (22).

Nous constatons que chez lestraités, le taux de protéines totales augmente de maniére
dose dépendante et trés hautement significative (p <0.001) par rapport aux témoins
particuliérement la plus forte concentration. En effet ce taux passe de 0.023 pg/ml chez les
cellules témoins a 0.046 pg/ml pour la concentration de 8uM aprées 48h de traitement.

0,06 -
0,05 -
"E E Temoin
= 0,04
3
: H2uM
€ 0,03
.E 3 i 4pM
e
[« 3
0,02 o 6uM
u 8uM
0,01
0

6 12 24 48

Temps (heures)

Figure 22: Effet du Paracétamol sur letaux de proténestotalesen
fonction du temps
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Effet de I’ buproféne:

La figure (23) représente I’évolution du taux de protéines totales en fonction de
concentrations croissantes d’lbuprofene. Nous remarguons que le taux de protéines tend a
augmenter de maniére dose dépendante et  hautement significative (p< 0.01) par rapport aux
témoins pour toute les concentrations. Au dela de 24h de traitement, une déplétion du taux de

protéines est observée pour la concentration 8uM par rapport aux témoins.

0,045 -+
0,04 -
0,035

0,03 E Temoin

0,025 B 2uM

0,02 H4pM

Proteines (ug/ml)

0,015 M 6uM

0,01 M 8uM

0,005

6 12 24 48
Temps (heures)

Figure 23 : Effet de I’lbuprofene sur lestaux de protéines en fonction du temps

2.2 Effetsdu Paracétamol et de I’lbuproféne sur I’évolution du taux delipides

Effet du Paracétamol :

La figure (24) illustre les variations de taux de lipides en fonction du temps et en
présence de concentrations croissantes de Paracétamol. Nous remarquons gue ce taux diminue
de maniére dose-dépendante et significative (p<0.05) dés 6h de traitement pour toutes les
concentrations.
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Cet effet se poursuit au dela de 24h de traitement, avec une inhibition hautement
significative (p<0.001) pour les concentrations de 6 uM et 8uM. En effet le taux de lipides

passe de 5.14ug/ml pour les témoins a 2.26ug/ml pour les traitées a 8uM de Paracétamol.
6 -

H Temoin
H2uM
M 4pM
H 6puM
M 8uM

lipides ( pg/ml)

6 12 24 48
Temps (heures)

Figure 24: Effet du Paracétamol sur le taux de lipides en fonction du temps.

Effet de I’l buproféne

Lafigure (25) illustre les variations du taux de lipides chez les paramécies témoins et
traitées avec des concentrations croissantes d’Ibuprofene. Nous constatons que le taux de
lipides diminue de maniére trés hautement significative ( p<0.001) pour les doses les plus
élevées (6 UM et 8 uM) et passe de 3.99 pg/ml pour les témoins a 1.25 pg/ml pour les

parameécies traitées avec la concentration 8uM

4,5 -
4
- 3,5
£ 3 .
= M Temoin
E? 2,5
-]
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—
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Figure 25 : Effet del’lbuprofene sur letaux delipides en fonction du temps
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2.3 Effetsdu Paracétamol et de I’lbuproféene sur I’évolution du taux de glucides

Effet du Paracétamol

La figure (26) représente les variations du taux de glucides observées chez les
paramécies témoins et traitées avec des concentrations croissantes de Paracétamol. Nous
constatons que ce taux diminue de maniére tres hautement significative pour les
concentrations de 4uM et 8uM. En effet, ce taux est de 145.36 pg/ml chez les cellules
témoins est diminue pour atteindre 77.23ug/ ml pour les traités avec la concentration de
8uM.
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Figure 26 : Effet du Paracéamol sur |u taux de glucides en fonction du
temps.
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Effet de I’l buprofene

Lafigure (27) illustre I’évolution du taux de glucides chez les paramécies témoins et
traitées avec des concentrations croissantes d’lbuprofene. Nos résultats mettent en évidence
une diminution significative (p<0.05) et dose-dépendante du taux de glucides chez les

paramécies traitées par les différentes concentrations d’Ibuprofene par rapport aux témoins.

160 -
140
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2 80 H2uM
°
g 60 M 4uM
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Figure 27: Effet de I’lbuprofene sur le taux de glucides en fonction du temps.

3. Effet du Paracétamol et de I’lbuprofene sur le métabolisme respiratoire des
parameécies
Effet du Paracétamol

Lafigure (28) illustre I’effet du Paracétamol sur le métabolisme respiratoire deslamise en

contact avec le xénobiotique (les 5 premieres minutes).
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Nous remarquons que contrairement aux cellules témoins qui consomment de I’oxygeéne
d’une maniére réguliére et continue en fonction du temps, chez celles traitées avec les
différentes concentrations de Paracétamol la consommation d’oxygene semble inhibée. Cette
inhibition est dose-dépendante et trés hautement significative (p<0.001).

350 ~
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250 H Temoin

200 H2uM

150  4uM

H6uM
100

50

Oxygene consommé (n mol/ml)

0
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Figure 28: Effet du paracétamol sur le métabolisme respiratoir e des paramécies en
fonction de concentrations croissantes de Par acéamol.

Effet de I’lbuproféne

La figure (29) illustre I’effet de I’lbuprofene sur le métabolisme respiratoire des
parameécies.
Nous remarquerons gue les cellules témoins consomment I’oxygéene d’une maniere
réguliére et continue. Chez les cellules traitées par contre, la consommation d’oxygéne est
inhibée d’une maniére hautement significative. (p<0.01) et ce pour toutes les concentrations.
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Figure 29 : Effet de I’lbuproféene sur le métabolisme respiratoir e en fonction du temps.

Discussion

Dans ce chapitre, nous nous sommes intéressés au metabolisme de base des
paramécies car la cascade d’évenements ayant lieu au niveau des cellules en présence ou en
absence de xénobiotiques peuvent constituer une réponse biologique en amont pouvant étre
considérée a juste titre comme un biomarqueur d’une cytotoxicité . Ainsi, Rouabhi et al
(2006), Redouane-Salah (2004) ont mis en évidence une corrélation entre la perturbation du
taux de protéines totales et latoxicité des pesticides chez |la paramécie, il en est de méme pour
Grara (2011) qui a mis en évidence une forte perturbation du taux de proténes ,lipdes et
glucides chez des escargots traités par des métaux lourds . Plus récemment Bebouzid(2012) a
montré gque chez les paramécies traitées par des pesticides le taux de protéines, lipides, et
glucides étaient fortement perturbés, I’auteur explique ce phénomene par d’une part
I’induction de la synthése des protéines en rapport avec le phénoméne de
bioactivation/biotransformation et d’autre par part la peroxydation lipidique générée par les
ROS. Nos résultats sont en parfait accord avec cités ci-dessus puisgue nous avons mis en
évidence une perturbation du taux de tous les métabolites (augmentation du taux de protéines
totales et diminution de celui des lipides et glucides) confirmant ainsi la toxicité des deux

meédi caments testés particulierement aux plus fortes concentrations.

L’autre mécanisme auquel nous nous sommes intéressés concerne le métabolisme
respiratoire via le suivi de la consommation d’oxygéne dans le milieu. En effet lors de la
métabolisation des xénobiotiques, ces derniers passent parla phase | et la phase Il de la
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métabolisation et c’est durant la phase | que les xénobiotiques sont pris en charge par une
batteries d’enzymes dont les Monoxygenases a CYP450 qui incorporent un atome d’oxygene
au xénobiotique en vue de sa détoxication/métabolisation. En effet, Bouaricha et al(2013),
Shartai et al(2013) ou encore Bebouzid et al(2012) ont montré que le métabolisme
respiratoire ezst un excellent bioindicateur de toxicité chez la paramécie, d’autre part, et selon
Fromenty (2010), I’Ibuproféne et le Paracétamol causent des perturbations au niveau des
mitochondries par I’inhibition de la (-oxydation mitochondriale des acides gras via
I’inhibition d’une des enzymes impliquées dans ce processus métabolique et/ou la déplétion
en L-carnitine et en coenzyme A, et par I’inhibition de la chaine respiratoire via I’inhibition
d’une des enzymes impliquées dans le transport des électrons ou la phosphorylation
oxydative. Cet effet perturbateur/inhibiteur de la respiration des paramécies est ains
confirmé par nos résultats puisque nous avons mis en eévidence une inhibition-
particulierement marquée par le paracétamol- de la respiration des paramécies. Cette toxicité
pourrait étre due a I’effet inhibiteur de la phosphorylation oxydative ce qui laisse suggérer que
chez la paramécie, ces deux xénobiotiques ont pour cible principale égaement la

mitochondrie.
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Introduction

Les biomarqueurs ont fait leur apparition en écotoxicologie au cours des années
guatre-vingts. Initialement décrits comme la réponse d’une structure ou d’une fonction
biochimique ou physiologique « normale » a la présence d’un xénobiotique, la multiplication
des travaux scientifiques autour de cette thématique a engendré de nombreuses définitions de
la notion de biomarqueurs (Huggett et al.,2002 ; Timbrell et al., 1995).

Nous retiendrons ici celle énoncée par (Lagadic et al., 1997) qui définissent un
biomarqueur comme un changement observable et/ou meusurable au niveau moléculaire,
biochimique, cellulaire, physiologique ou comportemental, qui révéle I’exposition présente ou
passée d’un individu a au moins une substance a caractére polluant. Cette définition peut étre
complétée de plusieurs critéres regroupant les informations importantes qui permettent
d’évaluer les forces et les faiblesses de différents candidats biomarqueurs (Stegeman et al.,
1992; Van der Oost et al., 2003).

- Les méhodes de mesure des biomarqueurs doivent étre sensibles, précises et
simples de mise en ceuvre.

- La réponse des biomarqueurs doit étre rapide afin de pouvoir ére considérée
comme un paramétre d’alerte précoce.

- Les niveaux congtitutifs et leurs variations, dues aux effets de facteurs
physiologiques ou environnementaux, doivent étre définis afin de distinguer la
réponse induite par un contaminant de la variabilité naturelle.

- Les mécanismes qui supportent la relation entre la réponse des biomarqueurs et
I’exposition aux contaminants doivent étre connus. De ce fait, la notion de
biomarqueurs est amenée a évaluer avec les connai ssances scientifiques.

- Lasignification toxicologique des biomarqueurs, qui peut étre décrite comme le

- le lien entre la réponse biochimique et les effets sur les organismes, doit étre

connue.
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Intérét desbiomarqueurs

Les biomarqueurs présentent donc un caractére intégrateur important qui leur confére
un indéniable avantage par rapport aux méthodes chimiques ou aux méthodes biologiques
basées sur la bioindication classiguement mises en ceuvre pour la surveillance des
écosystemes. |Is permettent une évaluation géographique et temporelle de la contamination

des milieux et des effets associés Figure (30)
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Figure 30 : Représentation théorique delareation entrela sensibilité aux contaminants
et la pertinence écologique pour différentesréponses de biomarqueurs. (Adams et
al.,1989).
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» Objectif du travail

L’objectif principal de ce chapitre est la mise en évidence de la toxicité des deux
xénobitiques testés et du role joué par certains parameétres biochimiques considérés comme
bio-indicateurs et ceci a travers le suivi de I’activité de certaines enzymes intervenant dans la
métabolisation des xénobiotiques a I’instar de la GST et du GSH dont le r6le au cours de la
Phase || de la métabolisation est indéniable ou encore taux la CAT et APX considérées ajuste
titre comme la premiere ligne de défense contre les radicaux libres oxygénés. Le taux de
MDA qui est un métabolite clé de la péroxydation lipidique effet ultime de la toxicité des
ROS.

1. Maté&rie et méthodes

Les tests sont réalisés sur des aliquotes de 50 ml d’une population dense deparamécies
(environ 30000 cellules/ml) chaque mesure est répétée trois fois. Le suivi de I’évolution des

biomarqueurs est effectué a différents temps de traitement.

1.1 Mesurede I’activité Catalase (CAT)

L’activité Catadlase (CAT) est déerminée selon la méthode de (Regoli et
Principato,1995) dont le principe repose sur la variation de la densité optique consécutive ala

dismutation du peroxyde d’hydrogene (H2O,) aune longueur d’onde de 240nm.

L activité Catalase (CAT) est exprimée en pumol d’H,O, par minute et par mg de protéines

sdon laformule suivante :

(ADO X 10)

X (umol ‘mn /mg prot) =

gx Lx 0,05*mg de protéine

X : pmoles de H,O, consommees par minute et par mg de protéines
A Do : Différence de la Densité Optigque obtenue aprés hydrolyse du substrat.
e Le coefficient d’extinction est de 0,0040 m M. Cm™

L : Longueur de la cuve utilisée (1cm).
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1.2 Dosage du taux de glutathion (GSH)

Le taux du glutathion (GSH) est quantifié selon la méthode de Weckberker& Cory
(1988), dont le principe repose sur la mesure colorimétrique de I’acide 2-nitro 5-
mercapturique, résultant de la réduction de I’acide 5-5’-dithio-bis-2-nitrobénzoique (DTNB)

par les groupements thiol (-SH) du glutathion mesuré a une longueur d’onde de 412 nm.

Letaux du glutathion est estimé selon laformule suivante :

A Do Wd Vi
X= X X mg de protéines

13,1 Vh Ve

X : Micromoles de substrat hydrolysé par mg de proténes (UM/mg de protéines).
A Do : Différence de la Densité Optique obtenue apres hydrolyse du substrat.
13,1: Coefficient d’extinction molaire concernant le groupement thiol (-SH).

Vd : Volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation : 1 ml [0,2 ml ASS +
0,8 ml homogénat].

Vh : Volume de I’homogénat utilisé dans la déproténisation : 0,8 ml

Vt: Volume total danslacuve: 1,525 ml [0,5 ml surnageant + 1 ml triEDTA + 0,025
ml DTNB].

Vs : volume du surnageant dans lacuve: 0,5 ml.
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1.3 Mesuredel'activité GST (glutathion S-transférase)

L activité glutathion S-transférase (GST) est déterminée selon la méthode de Habig et
al .(1974). Elle est basée sur la réaction de conjugaison entre la GST et un substrat, le CDNB
(1-chloro 2, 4 dinitrobenzene) en présence d’un cofacteur le glutathion (GSH).

Les échantillons sont homogénéisés dans 1 ml de tampon phosphate (0,1 M, pH 6).
L’homogénat est centrifugé a 14000 tours pendant 30 min et le surnageant récupéré servira

comme source d’enzyme.

L’activité est déterminée d’apreés la formule suivante

ADo/mn Vi

X= X mg de protéines

9.6 Vs

X : micromole de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines (UM/mn/mg de

protéines).

A Do : pente de la droite de régression obtenue apres hydrolyse du substrat en fonction

du temps.
9,6 : coefficient d’extinction molaire du CDNB.

Vt: volume total dans la cuve: 1,4 ml [0,2 ml surnageant + 1,2 ml du méange
CDNB/GSH].

Vs volume du surnageant dans lacuve : 0,2 ml.

mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg.
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1.4 Mesure de I’activité Ascor bate-per oxydases (APX) :

L’ activité Ascorbate-peroxydase est réalisée suivant le protocole adopté par Nakano
et Azada (1987). Le volume réactionnel final de 3ml contient : 100ul d’extrait enzymatique,
(50Mm NaK, 0.5mM ascorbate, pH= 7.2) la lecture est effectuée a 290 nm pendant 1 minute
et ce pour un coefficient d’extinction linéique molaire, de e = 2800M™*.cm™. L’activité APX

est exprimée en nmol/min/mg de protéines.

1.5 Dosage du taux de Malondialdéhyde (MDA)

Le maondialdéhyde (MDA) est dosé selon la méthode de Draper & Hadley (1990)
basée sur la mesure colorimétrique de la réaction entre I’acide thiobarbiturique (TBA) et le
malondialdéhyde (MDA) donnant un produit rouge brun dont I’intensité de la coloration est
mesurée a une longueur d’onde de 532 nm. Le taux du MDA est déterminé selon la

formule suivante :

ADo Vi
X= X mg de protéines

156 Ve

X : Micromoles de substrat hydrolyse par mg de proténes (UM/mg de protéines).
A Do : Différence de la densité optigue obtenue aprés hydrolyse du substrat.
156 : Coefficient d’extinction molaire du TBA.

Vt : Volumetota danslacuve: 1 ml [volume total du butanol récupéré renfermant les
Complexes TBA/MDA].

Vs Volume du surnageant utilisé dans le dosage : 0,5 ml.
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2. Réaultats
2.1 Effet du Paracétamol et de I’lbuproféne sur les variations de I’activité CAT :
Effet du Paracétamol

Le suivi de I’activité Catalase chez les paramécies traitées avec le Paracétamol, est
représenté dans la figure (31). Nos résultats montrent que cette activité augmente chez les
traitées par les concentrations croissnates du xénobiotique. Cette augmentation est t
hautement significative chez les paramécies traitées avec la plus forte concentration
d’Ibuproféne 6uM (P<0, 01) et ce par rapport aux témoin apres 72H de traitement.

En effet pour les paramécies traitées avec la concentration de 6 UM, ce taux .varie de
0,1uM /min/mg apres 1H de traitement, a 0.18uM/min/mg de proténes, aprés 24H de
traitement. Cependant chez les témoins, I’actvité Catalase ne subit aucune variation et ne

dépasse pas 0,05 uM/min/mg de protéines.

0,25 ~

o
N
1

0,15 H Temoin
H2uM
0,1 M 4pM
H 6puM
M 8uM

0,05

Activité Catalase (UM / min /mg de protéines )

Temps (heures)

Figure 31 : Effet de concentrations croissantes de Paracétamol sur I’activité Catalase

chez les paramécies en fonction du temps
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Effet de I’l buproféne

La figure (32) illustre I’évolution de I’activité Catalase chez |les paramécies traitées avec
des concentrations croissantes d’lbuproféne. Nous constatons que I’activité Catalase
augmente de maniére trés hautement significative (p< 0.001) pour toutes les concentrations
testées et quel que soit la durée du traitement.

En effet pour la plus forte concentration d’Ibuproféne (8uM) I’activité Catalase passe de
0,07 pM/min/mg de protéines aprés 1h de traitement a 0.14 pM/min/mg aprés 72H de
traitement. Chez les témoins cette activité reste stable et ne dépasse pas 0,05 uM/min/mg de

0,02

protéines.
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Figure 32 : Effet de concentrations croissantes d’Ibuproféne sur I’activité Catalase

en fonction du temps.

2.2 Effet du Paracétamol et de I’lbuproféne sur le taux de GSH
Effet du Paracétamol

Lafigure (33) illustre I’effet du paracétamol sur I’évolution du taux de GSH chez les
paramécies témoins et traitées en fonction du temps. Ainsi nous remarquons que pour les

premiers temps de traitement (jusqu’a 24H), le taux de GSH augmente d’une maniere tres
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hautement significative par rapport aux témoins. Dans un premier temps, et plus précisément
entre 1h et 18h de traitement, nous remarquons une augmentation du taux de GSH de maniére
dose-dépendante et trés hautement significative (p<0.001).

A partir de 24h de traitement nous notons une diminution hautement significative
(p=0.01) du taux de GSH pour la plus forte concentration de xénobiotique. En revanche, le

taux de GSH reste constant chez |es témoins.
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0,00025 -
m
[}
£
g 0,0002 E Temoin
[~
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téo 0,00015
~ L 4uM
S _
2 0001 M 6uM
5 i 8uM
0,00005
0

1 6 18 24 72

Temps (heures)

Figure 33 : Effet de concentrations croissantes de Paracétamol sur letaux de GSH chez

les paramécies en fonction du temps.

Effet de I’lbuprofene

L’évolution du taux de glutathion chez les paramécies traitées avec des
concentrations croissantes d’ Ibuprofene est illustrée dans la figure (34). Nous remarquons que
le taux de GSH tend a diminuer de maniére hautement significative (P<0,01) des 6H de
traitement et ce par rapport aux témoins. Ainsi, a 72H de traitement, le taux de GSH, ne
dépasse pas 0,022 x 10 pg/mg de protéines pour les plus fortes concentrations alors qu’il est

de 0,070 ug/mg aprés 1H de traitement.
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Figure 34 : Effet de concentrations croissantes d’lbuproféne sur I’évolution du taux de

GSH en fonction du temps

2.3 Effet du Paracétamol et de I’lbuprofene sur lesvariations du taux de GST
Effet du Paracétamol

L’evolution de I’activité de la glutathion-S-transférase chez les cellules témoins et
traitées par des concentrations croissantes de Paracetamol est illustrée dans lafigure (35).

Nous constatons une augmentation hautement significative de I’activité de GST
(p=<0.01) cette augmentation est progressive et atteint son maximum aprés 18H de traitement
particulierement pour les traités avec la plus forte concentration de Paracétamol ou I’activité
GST est d’environ 1,7 uM/min/mg de protéines alors que celle des traitées avec la plus faible
concentration est de 1,3 uM/min/mg de protéines et celle des témoins ne dépasse pas 0,8
HM/min/mg toujours au temps 18H.
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Figure 35 : Effet de concentrations croissantes de Paracétamol sur I’activité GST chez

les paramécies en fonction du temps

Effet de I’lbuproféne

La figure (36), illustre I’évolution de I’activité GST chez les paramécies témoins et
traitées avec des concentrations croissantes d’lbuprofene. Nos résultats mettent en évidence
une augmentation hautement significative (p< 0.01) de cette activité aux temps 6 et 18 h de
traitement par rapport aux témoins. Au temps 24H et apres une diminution de cette activite,
nous remarquons une induction dose-dépendante et hautement significative de I’activité GST
apres 72H de traitement. Néanmoins cette évolution de I’activité GST évolue de maniere

inversement proportionnelle a celle du taux de GSH.
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Figure 36 : Effet de concentrations croissantes d’lbuprofene sur I’activité GST des

parameécies en fonction du temps.

2.4 Effet du Paracétamol et de I’lbuproféne sur I’évolution de I’activitée APX

Effet du Paracétamol

La figure (37) illustre I‘évolution de I’activité APX chez les paramécies témoins et
traitées avec des concentrations croissantes de Paracetamol. Nous remarquons une
augmentation hautement significative (p<0.01) et progressive de cette activité pour tous les
temps de traitement et particulierement pour les plus fortes concentrations de xénobiotique.
Parallelement, I’activité APX reste faible et constante chez les témoins.

Page 72



ChapitrelV Etudedu stress oxydant

0,0006 -
T
- 0,0005 -
()]
f=
.g
s 0,0004 - H Temoin
[-T]
€ H2uMm
? 0,0003 -
£ i 4pM
~ _
£ 0,0002 - M 6pM
3
; M 8uM
a.
< 0,0001 -
0 .

1 6 18 24 72
Temps (heures)

Figure 37: Effet de concentrations croissantes de Paracétamol sur I’activité APX

des paramécies en fonction du temps

Effet de I’lbuproféne

La figure (38) représente les variations de I’activité APX observées chez les cellules
traitées avec des concentrations croissantes d’lbuproféne. Nous remarquons que |’activité
APX augmente de maniére hautement significative (p< 0.01) pour toutes les concentrations
de xénobiotique testées et ce par rapport aux témoins chez qui I’activité APX reste faible

pendant tout |e temps de traitement.
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Figure 38 : Effet de concentrations croissantes d’l buprofene sur I’évolution de I’activité

APX chez les paramécies.

2.5 Effet du Paracétamol et de I’lbuproféne sur I’evolution du taux de MDA

Effet du Paracétamol

La figure (39) représente les variations du taux de MDA observées chez les
paramécies traitées avec des concentrations croissantes de Paracétamol. Nous
remarquons gue ce taux tend a augmenter d’une maniere trés hautement significative.
(p<0.001) et ce pour toutes les concentrations testées.

En effet ce taux passe de 24.5 uM/mg de proténes chez les traités par la plus
forte concentration de Paracétamol (8uM) apres 1h de traitement & 86.2 UM/ mg de
protéines apres 72h de traitement. En revanche, le taux de MDA reste constant chez

les témoins avec une valeur ne dépassant pas 10 uM

Page 74



ChapitrelV Etudedu stress oxydant

100 -

90
. 80
(4] B Temoin
£ 70
o) H2uM
5]
s 60
2 5 o
~ M GU.M
2 40
=1
N M 8uM
<
) 30
= 0

10

0

1 6 18 24 72

Temps (heures)

Figure 39: Effet des concentrations croissantes de Paracétamol sur taux de MDA en
fonction du temps

Effet de I’l buproféne

La figure (40) illustre les variations du taux de MDA chez les paramécies traitées aux
différentes concentrations d’lbuproféne. On constate que le taux de MDA tend a augmenter
d’une maniére dose-dépendante et trés hautement significative chez les traités par les
différentes concentrations d’lbuprofene (p<0.001),

en effet, aprés 1H de traitement,ce taux passe de 16.5ug/mg de protéines chez les traités
a la plus forte concentration d’lbuproféne (8uM) a 24.1 pg/mg de protéines aprés 72h
d’exposition au xénobiotique. Chez les témoins par contre le taux de MDA reste stable et ne

dépasse pas 10,2 ug/mg de protéines.
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Figure 40 : Effet de concentrations croissantes d’lbuprofene sur taux de MDA en

fonction du temps.
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Discussion

Lorsque des organismes vivants sont soumis a des fluctuations dans leur
environnement, ils subissent un stress intense, provoquant une batterie de réponses, via
I’activation d’une cascade de mécanismes de détoxification, afin de survivre ou de
s’acclimater a ce changement (Lagadic et al., 1997). L’utilisation de biomarqueurs pertinents
peut s’averer tres utile pour determiner des réponses biologiques a des expositions proches

des concentrations environnemental es.

Dans notre travail nous nous sommes intéressés a la réponse des paramécies vis-avis
d’un stress oxydatif, via le suivi des mécanismes de défense spécifiques a ce type de toxicité
ou encore le cas échéant par la mise en évidence d’un stress oxydatif au niveau cellulaire et
ce a travers suivi de I’évolution de biomarqueurs spécifiques de la destruction de la membrane

par les radicaux oxygénés et qui sont les MDA.

Notre intérét s’est porté sur I’évlution du taux de MDA , car ces molécules lorsqu’elles
sont abodantes dans le milieu intracellulaire rendent compte d’une toxicité spécifiques aux
radicaux libres. En effet, sdon Bebianno et al., (2005) et Al-Mutairi et al., (2007)
[’augmentation du taux de Malondialdéhyde indique une peroxydation lipidique, cette
derniere est suivie de changements et d’'une dégradation des structures membranaires, |l
s’ensuit une perte des récepteurs et des enzymes de la membrane (Pampanin et al., 2005).
Ains |la peroxydation lipidique est une source endogene des dommages de I’ADN (Marnett,
2002) et I’accumulation des produits de la peroxydation lipidique constitue le marqueur

biochimique le plus commun du stress oxydatif. (Chen et al., 2005).

Dans ce travail, nous avons mis en évidence une augmentation de MDA en présence
des deux xénobiotiques testés et cette augmentation est dose-dépendante. Nos résultats
confirment ceux de Recknagel et Turocy (1977) qui a démontré que les produits dérivés d’une
fonction oxydative microsomale, sont trés toxiques pour les cellules de Paramecium
multimicronucleatum., Sbartai (2013) et Djekoun et al (2012) ont mis en évidence une
augmentation du taux de MDA chez respectivement Pamamecuim sp et Sacharomyces
cerivisae. Il en est de de méme concernant lestravaux de Grara (2011) sur les gastéropodes
Helix aspersa ou encore Zaouani (2010) qui a mis en évidence une augmentation du taux de

MDA chez desrats traités par des pesticides.
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Parmi les enzymes impliquées dans les systemes de détoxification, la Catalase occupe
une place de choix. En effet cette enzyme apparait dans les premiéres lignes de défense contre
les radicaux libres. Ainsi, Azzouz (2012) a mis en evidence une forte induction de I’activité
CAT chez Paramecium tetraurelia, traitées avec deux pesticides: Amistar Xtra et le
Glyphosate, il en est de méme pour les travaux de Benbouzid (2012) qui a aussi démontré une
induction de I’activité Catalase chez ce méme modée biologique suite a un traitement avec
des phényl phosphoramidates. Ainsi, nos travaux confirment ceux cités ci-dessus puisque
nous avons également mis en évidence une augmentation de I’activité Catalase chez les
paramécies traitées par des concentrations croissantes de Paracéamol et d’lbuproféne
confirmant ainsi latoxicité des deux xénobiotiques particulierement aux fortes concentrations.

Dans notre éude nous avons enregistré une réduction du taux de GSH pour les deux
xénobiotiques testés en fonction du temps parallelement a une induction de I’activité GST.
Ces deux parametres rendent compte de la prise en charge des deux xénobiotiques par les
enzymes de la Phase Il de la métabolisation ou les métabolites formés lors e la phase | sont
conjugués au GSH gréce a la GST le complexe conjugué est soluble et peut étre éliminé
facilement. Ce résultat est en accord avec ceux de Benbouzid et al(2012) Bouaricha et
al.(2013)

C’est au cours du métabolisme des xénobiotiques que le systéme enzymatique
Cytochrome P450 intervient (Guengerich, 1991). Il permet d’amorcer le processus
d’élimination des composes indésirables. Cependant, les métabolites qu’il produit peuvent
étre toxiques s’ils ne sont pas transformés rapidement et éliminés. En effet, il est clairement
démontré aujourd’hui que les radicaux libres sont responsables de processus toxiques
(Lahoudl et al., 1998). C’est ainsi que le paracétamol est métabolisé par le CY P450 pour
donner un métabolite réactif (N-acétyl-p-benzoquinoneimine) conduisant a une nécrose
(O’Grady, 1997).

La réduction du taux de GSH peut étre expliquée par I’utilisation massive de ce

dernier par la GST dans | es réactions de conjugaison.

I’APX, une autre enzyme trés importante dans le systeme de détoxification cellulaire,
protege la cellule contre les dommages oxydatives causés par le H,O, toxique Prassad et
al.,(1999) ont mis en évidence une induction de cette enzyme chez les lichens soumises a un

stress chimique, il en est de méme des travaux de Khaldi et al (2009) qui ont mis en évidence
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I’augmentation de I’activité APX chez les lichens Ramalina farinacea traitées par des engrais
(NPKs) ou encore ceux de Galego et al.,(2002) et Mediouni et al., (2009). Nos résultent
abondent dans le méme sens puisgue nous avons mis en évidence une indution de I’activité
APX en présence de concentrations croissantes de Paracétamol et d’lbuproféne. Cet effet
pourrait s’expliquer par le fait que I’APX réduit le peroxyde d’hydrogene en eau en utilisant
I’ Ascorbate comme donneur d’électron. Il sera recyclé en Ascorbate par le biais du GSH
comme donneur d’électron et le Gluthation oxydé (GSSG) est converti en GSH par laNADP-
H qui dépend de la Gluthation réductase. Selon Asada et Takahashi, (1987), la stimulation de
cette enzyme traduit la mise en place chez les cellules d’un état de tolérence et met en
évidence son réle dans I’élimination de I’eau oxygéné H202 formée suite a I’accumulation

des xénobiotiques dans les cellulesil en ai de méme pour ceux obtenus par;
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I ntroduction

L'utilisation de cellules en culture pour les études toxicologiques réside dans le fait
gue les concentrations du xénobiotique, de méme que les conditions dans lesquelles il est
employé, peuvent étre étroitement contrélées dans un environnement semblable a celui
retrouveé in vivo, sans les restrictions imposées par I’utilisation d’animaux (Rauckman et
Padilla., 1987). Schwaiger et al. (2004) et Triebskorn et al., (2004) ont étudié les effets du
Diclofénac sur des truites adultes et ont montré une atération au niveau des hépatocytes. Pour
les auteurs, il s’agit d’une réponse au stress, d’une mobilisation d’énergie et d’une
modification de la structure des organites liée a des réponses de détoxication qu’a une action.

» Objectif du travail

Dans ce chapitre nous nous sommes intéressés particulierement a I’effet du
Paracétamol et de I’ Ibuprofene sur les mitochondries isolées des paramécies. Pour cela, les
effets des deux xénobiotiques a différentes concentrations ont été évalués d’une part sur la
phosphorylation oxydative via les paramétres caractéristiques de I’oxydation du Succinate,
tels que la vitesse d’oxydation, le contréle respiratoire et le rapport ADP/O). Ensuite des
changements d’absorbance indicateurs d’un probable gonflement mitochondriale sont suivis,
de méme que I’activité enzymatique mitochondriale.

1. Matériel et méthodes
1.1 I solement des mitochondries

L’isolement a été effectué selon la méthode de Djebar (1988) a partir de pommes de
terre et de Otto et al.,(1998) a partir des paramécies, que nous avons modifiée .Figure (41).
1litre de milieu de culture des paramécies ad'abord été centrifugé pendant 5 minutes a
300 g dans une centrifugeuse de type Sorval RC 6. Les cellules sont lavées une fois avec une
solution de lavage contenant (2mM de Sodium Phosphate, 2mM Sodium Citrate, 1.5 mM
CaCl, (pH 7.2)) puis centrifugées pendant 10 min a 160 g . Les cellules sont ensuite remises
en suspension dans 200 ml de solution (@) contenant (0,2 M de Saccharose, 1mM tampon
Phosphate (pH 6,2)), puis elles sont passées dans un Potter.
Une lyse cellulaire est provoquée et les mitochondries sont isolées a partir d'une série

de centrifugations différentielles. Initialement, le broyat est centrifugé pendant 5 min a500 g.
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Le surnageant centrifugé pendant 2 minutes a 1500 g. Le surnageant est centrifugé
pendant 5 min a 5000 g. le culot est remis en suspension dans la solution (a) et centrifugé
pendant 2 minutes a 1000 g pour éiminer toute trace de contaminations des corps cellulaires.
Apres une derniere centrifugation du surnagent pendant 5 minutes a 5000 g, nous récupérons

le culot final qui contient essentiellement des mitochondries pures.
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Figure 41: Schéma descriptif des principales étapes d’isolement des mitochondries des
paramécies (C : Culot; S: Surnageant).
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1.2 Mesuredelarespiration mitochondriale

La consommation d’oxygene mitochondriale est mesurée dans une chambre
d’oxygraphie (figure 42) (Hansatech Instruments) fermée, agitée et thermostatée a 30°C. Les
signaux produits par les électrodes ont été recueillis al'aide d'un ordinateur équipé d'une carte
d'acquisition et traités a l'aide du logiciel Oxygraph+ (Hansatech Instruments) puis exprimés
en nmol d’Oz/ml.
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Figure 42 : Chambre d’oxygraphie ajustable.

Le mélange réactionnel contient 0,5 M de mannitol, 0,05% d'albumine de sérum
bovin, 5 mM MgC1, et 10 mM tampon phosphate, pH 7,3, La concentration initiale en
oxygéne du support d'dectrode est de 240uM. Les mesures de consommation d'oxygene des
mitochondries isolées ont été réaisées par simple addition d'organelles (0,2 mg / ml
mitochondries).

Du succinate (10 mM), afin d’explorer la chaine respiratoire a partir du complexe de la
succinate déshydrogénase (complexe I1).

L’ adjonction de 300uM d’ADP permet d’obtenir la respiration a I’état 3, c'est-a-dire

en conditions phosphorylantes. Les résultats sont représentés dans le tableau (06) :
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1.3 Traitements des mitochondries

Le traitement des mitochondries isolées a partir des paramécies sefait en traitant les
suspensions mitochondrial es avec différentes concentrations de Paracétamol et d’Ibuproféne
(0, 2,4,6, et 8uM) pendant 5minet 25 ° C.

1.4 Mesure du gonflement des mitochondries

Les mesures du gonflement des mitochondries sont effectuées a 25 ° C avec un
spectrophotométre (Jenway, modéle UV6300) a la longueur d’ondes A = 520 nm. Le milieu
de suspension contient 100 mM de KCI. La réaction est déclenchée par I'addition de

mitochondries (0,2 0,5 mg de protéines pour un volume final de 3 ml).
1.5 Mesure des activités enzymatiques mitochondriales

Les échantillons sont broyés dans un Potter en verre a 4 °C dans un tampon de
broyage. Apres avoir été centrifugés a 3000g pendant 5 minutes les surnageants ainsi obtenus

sont récupérés pour le suivi des différentes activités enzymatiques.

1.5.1 Dosage de I’activité Catalase

L’activité de la catalase est déterminée par la méthode décrite par Beers et Sizer
(1952). Cette méthode est basée sur la mesure de la disparition du peroxyde d’hydrogéne du

fait de I’activité de la catalase selon la réaction suivante:
2H,0O, - 2H,0+ 0O,
Le dosage est basé sur la disparition de I'H20, et la lecture est effectuée a 240 nm. C’est une

réaction du premier ordre. La quantité d'H,O, décomposee est directement proportionnelle a

la concentration en substrat ala concentration en enzyme.
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1.5.2 Activité Glutathion peroxydase (GPX)

Le dosage de la GPX est baseé sur une réaction coupl ée entre la Glutathion Peroxydase
et la Glutathion réductase (Flohe et Gunzler, 1984).

L activité GPX est mesurée selon la méthode de Chance et Maehly (1955), basée sur

['utilisation du Gaiacol comme donneur d'hydrogene.

Le milieu réactionnel est composé de Mannitol 300mM, MOPS 50mM (pH7,2),
Gaiacol 20mM et une solution de mitochodries . La réaction est déclenchée par addition de
H,O, 10mM. La vitesse d’apparition du produit coloré de la réaction est mesurée a 470nm,

le coefficient d'extinction &470nm du tétra- gaiacol est AE = 26,6mM ™ cm™.
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2 .Réaultats
2.1 Mesurede la consommation d’oxygene chez les mitochondries isolées témoins.

Le tableau (06) illustre I’effet des différents substrats sur la vitesse d’oxydation des
mitchondries isolées des paramécies. Nous constatons I’addition de Succinate +ADP
provoque une accélération de la vitesse d’oxydation (118 +2 nmol/min/mgprot)
contrairement au Succinate + KCN qui sont a I’origine d’une inhibition de la vitesse

d’Oxydation. En effet celle ci ne dépasse pas 5 nmol/min/mg ™ prot)

Tableau (06): Variations des vitesses d’oxydation chez les mitochondries isolées des

paramécies en présence de plusieurs substrats.

vitesse d’oxydation

substrat/ inhibiteur (nmol/min/mg'lprot)

Succinate 82+3
Succinate + ascorbate 95 +4
Succinate + ADP 118 £2
Succinate + KCN <5

2.2 Effet du Paracétamol et de I'lbuproféne sur les activités oxydatives des
mitochondries de paraméciesincubéesen présenced'ATP :

Les tableaux (07), (08) mettent en évidence les vaeurs moyennes des vitesses
d'oxydation obtenues avec les mitochondries traitées par les deux xénobiotiques et les
mitochondries témoins. Ils fournissent également les valeurs des contrdles respiratoires (CR)
et des rapports ADP/O.
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Effet du Paracéamol
Les résultats obtenus aprés traitement des mitochondries isolées au Paracétamol sont

représentés dans le tableau (07).

Le Tableau (07) : Effet du Paracétamol sur les activités oxydatives des mitochondries
isolées des paramécies

Vitesse Oxydation
(nmol/ min/ mg/prot.)

Paracetamol
Etat 3 Etat 4 CR ADP/O
(LM)
0 120 52 23 1.20
2 97 38 25 0.90
4 62 31 2 0.70
6 22 14 1.75 0.60
8 Nd Nd Nd Nd

Nous remarquons que la vitesse d’oxydation en état 3 diminue de maniére inversement
proportionnelle aux concentrations de Paracétamol. Ainsi, a la concentration 6 pM de

Paracétamol, la vitesse d’oxydation diminue d’environs 80 % par rapport aux témoins.

En état 4, la vitesse d’oxydation diminue également en fonction des concentrations de
paracétamol, ainsi pour la concentration de 6uM la vitesse diminue d’environ 75% par
rapport aux témoins. . A la plus forte concentration de Paracetamol, (8uM) lavaleur de cette

vitesse ne peut étre détermineée.

Les vaeurs du CR varient quant a elle de 2.3 pour les témoins et 1.75 pour les
concentrations de 6uM. Concernant le rapport ADP/O, nous remarguons que celui-Ci
également diminue de maniere inversement proportionnelle aux concentrations de

Paracétamol.
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Effet de I’lbuprofene

Les résultats obtenus aprés traitement des mitochondries isolées avec des cocentrations

croissantes d’Ibuproféne sont représentés dans le tableau (08).

Tableau (08) : Effet de I’'lbuproféne sur les activités oxydatives des mitochondries isolées
des paramécies

Vitesse d’Oxydation

(nmol /min/ mg/prot.)

Ibuprofene (UM) Etat 3 Etat 4 CR ADP/O
0 110 56 1.96 1.30
2 81 42 192 0.80
4 55 29 1.89 0.70
6 24 16 15 0.50
8 Nd Nd Nd Nd

Le tableau (08) nous renseigne sur I’évolution des vitesses d’oxydation en état 3 et 4,
Nous remarquons que celles-ci diminuent de maniere inversement proportionnelle aux
concentrations  d’lbuproféne, ainsi pour les témoins, la VOX en éat 3 et en éat 4 est
respectivement de 110 (nmol /min/ mg/prot) et 56(nmol /min/ mg/prot.) alors qu’elle ne
dépasse pas 24 (nmol /min/ mg/prot) et 16 (nmol /min/ mg/prot) pour les traités avec la
concentration 6 uM. 1l en est de méme pour le CR qui diminue de maniére inversement
proportionnelle chez les traités par rapport aux témoins ( 1 .96 pour lestémoins et 1.5 pour les

traités avec 6uM d’lbuproféne)

Le méme effet est observé avec le rapport ADP/O qui est de 1.30 pour les témoins et

varie de 0.80 a0.50 pour les autres concentrations d’Ibuprofene.

Nous n’avons pas pu obtenir de valeurs pour tous les parametres a la plus forte
concentration d’lbuproféne car ces dernieres sont en dessous du seuil de détection de

I’oxygraphe.
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2.3 Legonflement mitochondriale
Variation du volume des mitochondries traitées avec |e Par acétamol

La figure (43) illustre les changements de volumes des mitochondries en présence de

concentrations croissantes de Paracétamol et en fonction du temps.

Nous remarquons une diminution progressive et inversement proportionnelle aux
concentrations de Paracétamol. Ces valeurs de I’absorbance traduisant ainsi une augmentation
du volume des mitochondries traitées avec le Paracétamol par rapport aux témoins.Ainsi pour
la plus forte concentration de xénobiotique et apres 15 min de traitement, nous notons une DO
d’environ 0.89 pour les témoins alors qu’elle ne dépasse pas 0.25 chez les traités avec la plus

forte concentration de Paracétamol.

H Temoin
H2uM
 4pM
H6uM
M 8uM

0 5 10 15

Temps (minutes)

Figure43: Variations du volume des mitochondries isolées témoins et traitées avec des
concentrations croissantes de Par acétamol en fonction du temps.
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Variation du volume des mitochondriestraitées avec I’l bupr oféne

Lafigure (44) illustre I’évolution du volume mitochondrial des témoins et traités avec
des concentrations croissantes d’Ibuproféne. Nos résultats mettent en évidence une diminution
du volume des mitochondries traitées. Cette diminution et progressive et dose-dépendante aux

plus fortes concentrations de xénobiotique et ce apres 10 min de traitement.

Ainsi, pour la plus forte concentration de xénobiotique et apres 15min de traitement
nous notons une DO de 0.9 pour les témoins alors qu’elle est de 0.22 pour les traités.

E Temoin

H2uM

DO

M 4pM
H 6puM
H 8uM

0 5 10 15
Temps (minutes)

Figure 44 : Variations du volume des mitochondriesisolées témoins et traitées avec des
concentrations croissantes d’Ibuproféne en fonction du temps.

2.4 Suivi des activités enzymatiques mitochondriales :
2.4.1 Activité Catalase:
Effet du Paracéamol

La figure (45) met en évidence I’évolution de I’activité Catalase chez les mitochondries
témoins et traitées avec des concentrations croissantes de Paracétamol. Nos résultats montrent
une diminution dose-dépendante de I’activité catalase en fonction du temps. Ainsi I’activité
catalase est d’environ 0.1 (umolH,O, min-1 mg-1 prot) chez les témoins alors qu’elle ne
dépasse pas la valeur de 0.04 u molH,O, min-1 mg-1 prot chez les traitées avec la
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concentration de 6 uM. Pour la plus forte concentration de Paracétamol (8uM) I’activité
catal ase est totalement inhibée.
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Figure 45: Effets du Paracétamol sur I’activité enzymatique Catalase des mitochondries
isolées a partir des paramécies.

Effet de I’ibuprofene

La figure (46) met en évidence I’évolution de I’activité Catalase chez les mitochondries
témoins et traitées avec des concentrations croissantes d’Ibuproféne. Nos résultats montrent
une diminution dose-dépendante de I’activité catalase en fonction du temps. Ainsi cette
activité enzymatique est d’environ 0.1 (umolH,O, min-1 mg-1 prot) chez les témoins alors
qu’elle ne dépasse pas la valeur de 0.03 (1 molH,O, min-1 mg-1 prot) chez les traitées avec la
concentration de 4 uM. Pour les plus fortes concentrations de Paracetamol (6 UM et 8uM)
I’activité catalase est totalement inhibée.
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Figure 46: Effets de I’ibuproféne sur I’activité enzymatique Catalase des mitochondries
isolées a partir des paramécies.

2.4.2 Activité GPX
Effet du Paracétamol

La figure (47) met en évidence I’évolution de I’activité GPX chez les mitochondries
témoins et traitées avec des concentrations croissantes de Paracétamol. Nos résultats
montrent une diminution dose-dépendante de I’activité GPX. Ainsi cette activité
enzymatique est d’environ 1.2 (nmol/ min/ mg proteine) chez les témoins alors qu’elle ne
dépasse pas la valeur de 0.5 (nmol/ min/ mg proteine) chez les traitées avec la
concentration de 2 uM. Cette activité enzymatique est totalement inhibée dés la

concentration 4 uM.
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Figure 47 : Effets de concentrations croissantes de Paracétamol sur I’activitée GPX chez

les mitochondries isolées des paramécies.

Effet de I’lbuproféne

La figure (48) met en évidence I’évolution de I’activité GPX chez les mitochondries
témoins et traitées avec des concentrations croissantes d’lbuproféne. Nos résultats montrent
une diminution dose-dépendante de I’activité GPX. Ainsi cette activité enzymatique est
d’environ 1.2 (nmol/ min/ mg proteine) chez les témoins alors qu’elle ne dépasse pas la valeur
de 0.42 (nmol/ min/ mg proteines) chez les traitées avec la concentration de 2 uM. Cette

activité enzymatique est totalement inhibée des la concentration 4 uM.
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Figure 48 : Effets de concentrations croissantes d’l buproféne sur I’activite GPX chez
les mitochondries isolées des paramécies.
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Discussion

Dans ce chapitre nous nous sommes intéresses a I’effet de deux medicaments
(Paracétamol et Ibuprofene) a I’échelle subcellulaire. En effet nous avons suivi les
modifications physiologiques et morphologiques induites par ces deux xénobiotiques chez
des mitochondries isolées a partir des paramécies.

Dans un premier temps, nous avons suivi la consommation d’oxygene chez les
mitochondries isolées non traitées et ce aprés addition de plusieurs substrats et inhibiteurs de
I’activité mitochondriale. Nous avons mis en évidence une fortes vitesse d’oxydation chez les
mitochondries en présence de Succinate, d’Ascortbate et d’ADP ; ceci est du au fait qu’une
part importante du contr6le de la respiration est exercée au niveau de I’apport en coenzymes
réduits a la chaine respiratoire. Une augmentation de I’apport en substrats potentialise
I’oxydation de coenzymes réduits (NADH, FADH2) a différents niveaux de la chaine
respiratoire mitochondriale et stimule la respiration sur mitochondries isolées (Leverve et
Fontaine, 2001). La majorité des expériences portant sur la régulation de I’oxydation
phosphorylante dans les mitochondries isolées sont réalisées en présence de concentrations
saturantes de substrats. (Groen et al, 1982, Tager et al., 1983).

Au contraire lors de I’addition de I’inhibiteur (KCN) qui est le plus puissant des
poisons de la chaine respiratoire, nous remarquons une inhibition de la vitesse d’oxydation
car les inhibiteurs de la chaine respiratoire sont des éléments chimiques qui par leur liaison
avec I’enzyme ralentissent la vitesse de réaction enzymatique du complexe cible (la
cytochrome oxydase ou complexe IV pour le cyanure). Leur action de poison tres spécifique a
permis d'éucider de nombreux mécanismes du fonctionnement de la chaine respiratoire in
vitro. (Djebar et Moreau,1990)

La perturbation de la phosphorylation oxydative induite par les médicaments peut en
fait se manifester in vitro directement chez les mitochondries hépatiques isolées (Ruppe et
al., 2002 ; Pessayreet al ., 2010 ;Berson et al.,2001)

Des études ont prouvé qu’en cas de surdosage au Paracétamol, la respiration
mitochondriale des hépatocytes de rat est inhibée en raison d’une forte diminution des taux
d’ATP (Bernuau et al., 1986). Kon et al, (2004) expliguent que le mécanisme de transition de
perméabilité mitochondriale pourrait étre un des mécanismes fondamentaux impliqués dans

les dtérations de la chaine respiratoire en condition d’intoxication au Paracétamol. De plus
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Jasso-Chavez et al., (2010) ont mis en évidence une forte inhibition de la respiration des
mitochondries isolées a partir d’ Euglena gracilis traitées avec du chrome (CR). Les auteurs
constatent que la cytotoxicité du Cr entraine a la fois la diminution de la respiration, de la
glycolyse et par conségquent, une baisse de I’ATP cellulaire. Dans notre travail, nous avons
observé les effets du Paracétamol et de I’lbuproféne sur la phosphorylation oxydative de
mitochondries isolées de paramécies et ce en mesurant les parametres caractéristiques de
I'oxydation du Succinate (vitesse d'oxydation, Contréle Respiratoire, Rapport ADP/O) des
mitochondries isolées en présence des différentes concentrations des médicaments. Nos
résultats sont en accord avec ceux Cités ci-dessus puisque gqu’ils montrent que la vitesse de
I’oxydation du Succinate chez les mitochondries isolées est inhibée sous I’effet des deux
xénobiotiques. De plus, nous avons également mis en évidence que la vitesse en éat non
phosphorylant (état 4) est aussi fortement réduite et induit par conséquent une diminution du
controle respiratoire. Il en est de méme pour les valeurs des rapports ADP/O qui tendent
également adiminuer chez lestraités.

A la plus forte concentration des deux xénobiotiques aucune mesure n’est possible en

raison de la destruction des mitochondries.

L’autre parametre aussi intéressant que nous avons jugé utile de mesurer est: le
gonflement des mitochondries.. Ce gonflement peu étre expliqué par la stimulation de la
perméabilité membranaire des mitochondries traitées car certains médicaments sont capables
d’entrainer une ouverture des PTPM, tels le Diclofénac, I’acide Salicylique, le Nimésulide et
I’acide Valproique (Labbe et al., 2008, Berson et al., 2006).La Troglitazone et I’Alpidem,
peuvent également induire une ouverture de ces pores (Pessayre et al., 2010). Les mécanismes
précis par lesquels certaines molécules induisent I’ouverture des PTPM ne sont pas encore
connus (Djebar et Djebar, 2000), mais il est possible que deux types d’événements puissent

jouer un réle important :

La production par la chaine respiratoire, ou d’autres sources subcellulaires, d’ERO qui
vont oxyder et altérer des protéinesimpliquées dansle PTPM ;

La production par I’intermédiaire de cytochromes P450 d’un ou de plusieurs
meétabolites réactifs, capables également d’altérer de facon irréversible des proténes
du PTPM. (Labbe et al., 2008, Lee et al., 2005)
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Il semble que ce dernier cas survienne avec le paracétamol qui est transformé par le
cytochrome P450 2E1 en N-acétyl-p-benzoquinone imine (NAPQI). En effet, ce métabolite
réactif se fixe de facon covalente a plusieurs proténes mitochondriales, ce qui pourrait non
seulement faciliter I’ouverture des PTPM mais également entrainer d’autres
dysfonctionnements mitochondriaux conduisant a une réduction de la production d’énergie
( Masubuchi et al .,2005, Ruepp et al.,2002). Quel que soit le mécanisme implique, la
conséquence principale de I’ouverture des PTPM est la mort cellulaire par apoptose, ou par
nécrose, en fonction du nombre de mitochondries impliquées. Chagra et al., (2009) ont
aobservé un gonflement mitochondrial suite au traitement par le Cadmium chez les
mitochondries isolées de pommes de terre. Kon (2004) suggére que le mécanisme de
transition de perméabilité mitochondriale pourrait étre un des mécanismes fondamentaux
impliqués dans les altérations de la chaine respiratoire en condition d’intoxication au
Paracétamol. Nos résultats sont en parfait accord avec ces travaux puisque nous avons
également mis en évidence un gonflement mitochondrial chez les mitochondries

traitées avec le Paracétamol et I’ Ibuproféne.

Enfin, les activités enzymatiques (Catalase et GPX) sont d’excellents
indicateurs d’un stress oxydant. En effet I’atteinte de la chaine respiratoire mitochondriale
engendre une hyperproduction d’especes oxygénées réactives, (Fromenty, 2010), (Chagra et
al., (2009). Selon Schmidt et al., (2007), La chaine respiratoire mitochondriale produit en
permanence des especes oxygénées réactives a partir d’une fuite d’électrons en amont du
complexe IV. Ces électrons s’associent a I’oxygene pour constituer des Superoxydes puis
secondairement du Peroxyde d’hydrogene. Le GSH, |a SOD et laGPX et laCAT se chargent

de piéger ces d’especes oxygeénees réactives au sein de la mitochondrie.

Le paracétamol semble également inhiber la B-oxydation des acides gras par
I’intermeédiaire de son métabolite réactif, le NAPQI (Chen et al., 2009). La CPT1, une
enzyme clé de I’oxydation mitochondriale des acides gras a chaine longue, pourrait ére une
cible privilégiée pour certains médicaments tels que I’acide Valproique, I’Amiodarone et le
Tamoxiféene (Laroch et al., 2007, Aires et al., 2010). Les médicaments peuvent aussi former
des esters avec le Coenzyme A et/ou la L-Carnitine, entrainant une diminution des

concentrations intracellulaires de ces deux cofacteurs indispensables a la [(-oxydation
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mitochondriale. Un tel mécanisme est observé avec, I’acide Salicylique et I’lbuprofene
(Fromently 2010, Fenereaux et al., 1990). Ces transitions de perméabilité mitochondriale
traduisent une augmentation brutale de la perméabilité de la membrane interne aux ions et
molécules de petit poids moléculaires. Les éléments déclencheurs peuvent étre des oxydants
comme les peroxydes ou des ions Calcium. Ces transitions de perméabilité mitochondriale
s’accompagnent de modifications fonctionnelles de la membrane interne des mitochondries,
de cascades de phosphorylations oxydatives, du relargage d’ions et métabolites
mitochondriaux, ainsi que de la diminution de la synthese d’ATP. Il en résulte une majoration
des taux de peroxydes ainsi que d’importantes altérations de I’homéostasie calcique au sein de
la cellule comme dans I’intoxication au Paracétamol. Au total, un stress oxydatif intense
occasionne ces transitions de perméabilité mitochondriale qui vont & leur tour engendrer un
stress oxydatif, favorisant I’auto-entretien des dysfonctionnements des systemes antioxydants
débordés (Hinson et al., 1988). Ceci conforte nos résultats, puisque nous avons également
mis  en évidence une inhibition des  activités enzymatiques
antioxydantes mitochondriales et ce en présence de forets concentrations d’Ibuproféne
et de Paracétamol.
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Introduction

Dans le milieu aquatique, le devenir des résidus médicamenteux est fonction de leurs
propriétés physico-chimiques et des conditions du milieu. Les facteurs physiques et chimiques
tels que le pH, la température, la dureté, la concentration en matiéres en suspension et le
potentiel d’oxydoréduction expliquent en grande partie le comportement environnementa des
médicaments dans I’eau (Pépin, 2006). Si un certain nombre de travaux ont été consacres aux
effets des changements environnementaux sur la toxicité de polluants chimiques chez les
organismes aguatiques (Heugens et al., 2003; Schiedek et al., 2007) tres peu ont ciblé
I'influence des conditions environnementales sur cette toxicité.

» Objectif du travail

Dans ce chapitre nous allons tenter d’étudier I’influence de certains paramétres
environnementaux tels le pH, latempérature et la lumiere UV sur la toxicité du Paracétamol

et de I’ibuproféne sur la paramécie.

1. Matérie et méthodes:

1.1 Détermination de la concentration inhibitrice (Cl 50)

On détermine d’abord les concentrations, qui dans les conditions standard, vont inhiber
50% de I’accroissement d’une population de paramécies selon la méthode de Bonnet, (2005).
Les taux d’inhibition sont ensuite corrigés par la formule d’Abbot (1925) qui permet de
connaitre la toxicité réelle du xénobiotique. Les différents taux subissent une transformation
angulaire d’apres les tables de Bliss. Les taux de normalité corrigés obtenus seront
transformés en log probits et permettent d’établir une droite de régression en fonction des

logarithmes décimaux, des doses utilisées. Le test C2 permet un bon gjustement de la droite.

Enfin, a partir de la courbe, nous pouvons déterminer toutes les doses correspondant a
laCl 50, selon les procédés mathématiques de Finney (1927).
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1.2 Effet du pH delatempérature et delalumiére UV

Le traitement par les deux médicaments s’effectue sur des cultures de paramécies dont
le nombre dépasse 30000 cellules par ml. Nous avons suivi la Cl 50 aprés 12h et 24h de
traitement sous I’influence du pH, de latempérature, et des UV.

LepH

Le milieu de culture des témoins éant de 6.8, nous avons testé la concentration
correspondant ala Cl 50 sur des cultures de paramécies auxquelles nous avons modifié le pH.

Lesvaleursdu pH ainsi choisi sont : 5, 6, 7, 8, et 9.
Latempérature

Pour tester ce parametre, nous avons placé des cultures de paramécies traitées avec
I’équivalent de la CI50 d’lbuprofene et de Paracétamol a différentes températures en les
placant dans une étuve a respectivement 20, 25 et 30 °C, dans une étuve de type Memmert
400.

Lumiere Uv

Pour étudier I’effet des UV, nous avons place les différentes cultures de paramécies
témoins et traitées sous une lampe UV de type SANKY O G15T8 avec un cycle aternant
10H lumiere et 14H obscurité.
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2. Réaultats

2.1 Effet du pH sur latoxicité du Paracétamol et de I’lbuproféne

L’influence du pH sur la toxicité du Paracétamol

Lafigure (49) illustre I’influence du pH sur la croissance des paramécies traitées avec
le Paracétamol pendant 12H et 24H et soumises & des variations du pH de leur milieu. Nous
remarquons que la Cl 50 a 12h et 24h de traitement, diminue de maniére dose-dépendante et
trés hautement significative (p<0.001). Proportionnellement a I’augmentation du pH. En effet,
laCI50 variede 2.31 uM a0.66 uM, apres 12h d’exposition, et de 1.22 uM a 0.22 uM apres
24h d’exposition.

H CI50 12H
i CI50 24H

CI50 1,5 -
1 4
0,5 -
0 -
5 6 7 8 9
pH

Figure 49: Influence du pH sur latoxicité du Paracéamol

Effet du pH sur la toxicité de I’lbuproféne

La figure (50) représente I’influence des variations du pH du milieu sur la croissance
des paramécies soumises a un traitement par I*1buproféne (CI150). Nous observons des valeurs
relativement constantes des Cl 50 apres 12h de traitement. Ces valeurs diminuent de fagon
hautement significative aprées 24h de traitement (p< 0.01) et varient entre 1.56 apH 5 et 0.52
UM apH 9.
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M CI50 12H

Cl 50 i CI50 24H

Figure50 : Influence du pH sur la toxicité de I’lbuproféene.

2.2 Effet delatempérature sur latoxicité du Paracétamol et d I’lbuproféne

Effet delatempérature sur latoxicité du Paracétamol

Lafigure (51) met en évidence I’effet des fluctuations de températures sur la toxicité

du Paracétamol atravers lesvariations dela Cl 50 chez la paramécie.

Nous remarquons que les valeurs de la Cl 50 apres 12h et 24h de traitement
augmentent de fagon dose-dépendante et hautement significative (p<0.01) ala température de
20° C et 25°C. Au-dela de 25° C, la vaeur de la CI50 diminue de maniere hautement
significative (p<0.01) et ceci aprés 12h et 24h de traitement.
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1

Ci50
E CI50 12H
ki CL50 24H

20 25 30

Temperature (°C)

Figure51 : Influencedelatempérature sur latoxicité du Paracétamol

Influence dela température sur la toxicité de I’l buprofene

Lafigure (52) illustre I’effet de la température sur les variations de la Cl 50 aprés 12h
et 24h de traitement avec I’lIbuprofene (C150). Ainsi plus latempérature augmente et plus la
valeur de la CI50 tend a diminuer de maniére hautement significative (P<0.01) par exemple,
aprés 12H de traitement : CI50 est de 3,1 alatempérature 20° et de 2,3 alatempérature 30°.

2,5 A

c1s0 2 - M CI50 12H

1,5 A ki CL50 24H

20 25 30
Temperature (°C)

Figure 52: Influence delatempératuresur latoxicité de I’lbuprofene
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2.3 Influencedes UV sur latoxicité du Paracétamol et de I’lbuprofene

Influencedes UV sur latoxicité du Paracétamol

La figure (53) illustre I’effet des UV sur la toxicité de I’lbuprofene chez les
paramécies. Nous constatons une diminution significative (p<0.05) des valeurs des ClI 50
aprés 24h de traitement avec le xénobiotique seul, aprés traitement par les UV, cette toxicité
persiste pour les deux temps de traitement. Par exemple aprés 12H de traitement, en absence
d’UV, lavaleur delaCl50 est de 2.4uM elle diminue vers 2.1 apres traitement par les UV.

2,5 -
2 .
M CI50 12H
C150 1,5 - i CI 50 24h
1 .
0,5 -
O .

sans UV avec UV

Figure53: Influence des UV sur latoxicité du Paracétamol
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Influence des UV sur la toxicité de I’lbuprofene.

Lafigure (54) illustre I’influence des UV sur la toxicité de I’lbuprobéne sur les
paramécies. Ainsi,  nhous remarquons que les valeurs de la Cl 50 diminuent de maniéere
significative sous I’influence des rayons UV.(p< 0.05)

2,5 -
2 .
cso 0
M CI50 12H
1 u CI 50 24h
0,5 -
0 _

sans UV avec UV

Figure 54: Influence des UV sur la toxicité de I’l buproféne
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Discussion

Deux principaux ééments déerminent |'ampleur de la biodégradation des
meédicaments. les caractéristiques intrinseques des molécules et les conditions
environnementales (Yakowsky et Dannenfelser,1992).Les structures chimiques des
médicaments sont tres diverses et les molécules présentent des caractéristiques physico-
chimiques différentes avec plus ou moins de résistance a la biodégradation (Rafols et al.,
1997), Les conditions environnementales (la température, le pH, le temps de sgour, les
nutriments, etc.) ont un impact sur les activités microbiennes et par conséquent influencent la
biodégradation. (Scheytt et al., ;2005 Pépin, 2006 ).

Dans ce chapitre, hous nous sommes intéresses en premier lieu a I’effet du pH sur
lesns potencielles de I’activité/toxicité des deux molécules testées. Pour cela, nous avons
caculé les Cl 50 apres 12h et 24h de traitement car ce parametre est d’une grande
importance dans la détermination des concentrations toxiques. Nous avons ainsi déterminé
que la concentration inhibitrice du paracetamol est plus faible que celle de I’lbuprofene

suggérant ainsi une toxicité plus élevée du Paracétamol.

Le second paramétre auquel nous nous sommes intéresses est le pH du milieu. Nos
résultats ont montré qu’un pH acide est un facteur favorable a la toxicité. ; le pH est acide,
plus latoxicité augmente et cela pour les deux xénobiotiques testés. Nos résultats vont dansle
méme sens que ceux de Kim et al., (2009) qui ont mis en évidence une augmentation de la
toxicité d’un certains nombre de produits pharmaceutiques suite a une élevation du pH du
milieu chez Daphnia manga. En revanche, Stehly et Hayton, (1990) ont montré que la
bioaccumulation du Pentachlorophénol chez le poisson rouge (Carassius auratus) était
fortement affectée par un pH proche du pKa de ce produit chimique. Nakamura et al., (2008)
ont également montré que latoxicité d’un psychotrope, lafluoxétine chez O. latipes dépendait
fortement du pH de I'eau et que la toxicité observée augmentait en fonction en fonction de
I’augmentation de I’acidité du milieu. Cette toxicité pourrait s’expliquer par I’augmentation
de la fraction du xénobiotique non ionisée dans le milieu,cette fraction étant plus plus
biodisponible entraine une augmentation de sa toxicité. En effet les travaux de Beausse,(
2004). ont montreé que I’lbuprofene est plus propice amigrer dans les sols acides (pH inférieur
a 4) gque dans les sols neutres ou basiques D’aprés Oppel et al., (2004), cette molécule est
adsorbée aux particules du sol. Les concentrations en matieres organiques et en argile
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influencent aussi le degré d’adsorption de I’Ibuprofene aux particules du sol (Avdeef et al.,
1998) ;( Buser et al., 1999).

En troiseme lieu nous nous sommes penchés sur I’influence de la température sur les
laCI50 des deux xénobiotiques chez les paramécies. L’ I'influence de la température de I'eau
est choisie comme un parameétre pouvant étre déterminant (Heugens et al., 2006 ).

Ratushnyak et al.,( 2005) ont signal€ une induction de latoxicité du Fenvalerate , dela
Cyperméthrine et de la Deltaméthrine chez D. magna sous I’influence des fluctuations de la
température. D’un autre coté, selon et Lewis et Horning (1991) Heugens et al.,( 2003) ont mis
en évidence une augmentation de la toxicité du Cadmium chez D. magna quand la

température du milieu augmente.

Dans notre étude I'augmentation de la toxicité du Paracétamol et de I’lbuprofene sous
I’effet de la température peut étre expliquée par le fait que la température de I'eau peut
altérer I'accumulation et/ou la cinétique ainsi que le métabolisme des produits chimiques, et
donc la sensihilité des organismes d'essai (Huovinen et al., 2003) et ce en générant des

meétabolites plus toxiques que la molécule mére.(Shen et al., 2006)

La derniére partie de ce chapitre consiste a éudier les effets de lalumiere UV sur la

toxicité des médicaments étudiés.

Certaines études ont rapportée les effets phototoxiques ce certains médicaments sur les
cellules humaines (Trisciuoglio et al.,2002), et plus récemment sur les invertébrés
aguatiques. (Jung et al., 2008). Ces effets toxiques sont expliqués par la production de ROS.
Aing, les effets phototoxiques du Sulfathiazole sont dus a la production d’espéces réactives
de I’oxygene Yamamoto et al.(2001); Kim et al.,, (2009). ont rapporté que les
Fluoroquinolones y compris la Ciprofloxacine induisent une rupture des brins dADN sous
I’effet des rayonnements UV-A, ce qui laisse suggérer un pouvoir phototoxigue de ce groupe
de produits pharmaceutiques, en accord avec nos résultats qui mettent en évidence une
toxicité plus importante sois I’effet des rayons UV suggérant ainsi une augmentation de la
libération des ROS comme le stipulent les travaux de Agrawa et al., (2007) qui montrent une
production des ROS importante en présence Ciprofloxacine sous I’effet des UV -A , UV -B,
et lalumiére du soleil.
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Au terme de cette étude il semblerait donc que le pH de I’eau, la température et la
lumiére soient des facteurs qui influencent la toxicité des substances pharmaceutiques, en
influencant la fraction ionique de ces derniéres, en transformant les molécules en des fractions
plus toxiques que la molécule mére, et en générant des Especes Réactives a I’Oxygene (ROS).
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Conclusion générale

Actuellement les grandes multinationales qui possedent e monopole du médicament
ne se préoccupent pas ou peu de son devenir dans I’environnement. En effet treés peu de
données sont disponibles actuellement sur I’impact des résidus de médicaments ou de leurs
métabolites sur I’environnement. Une multitude de préparations chimiques sont rejetées dans
I’environnement et se déversent ainsi dans les eaux de surface ou la mer a des concentrations
certes infimes mais n’a-t-on pas découvert aujourd’hui que des nanomolécules

pouvaient avoir des effetstoxiques parfoig/souvent irréversibles ?

C’est dans ce contexte que se situe notre travail qui consiste en la mise en évidence de
la toxicité potentielle de deux médicaments couramment utilisés, en I’occurrence: le
Paracétamol et I’lbuproféne sur un modele biologique unicellulaire d’eau douce considéré
également -et a juste titre- comme bioindicateur de la pollution des eaux ; a savoir la

parameécie.

Notre travail s’est fixé trois objectifs: dans un premier temps rechercher la toxicité
potentielle des deux xénobiotiques a I’échelle cellulaire, puis étudier I’influence des variations
physicochimiques du milieu sur leur toxicité et enfin mettre en évidence une toxicité chez un
organite subcellulaire particulierement connu pour son role dans la production de radicaux et

dans I’initiation du phénomene de I’apoptose.

Dans la premiére partie nous avons mis en évidence un effet toxique du Paracétamol et
de I’lbuprofene a I’échelle cellulaire a travers I’inhibition de la croissance des paramécies
confirmé par le pourcentage de réponse et un taux de mortalité particuliérement éleveé pour les
fortes concentrations.

D’un autre co6té, cet effet sur la croissance cellulaire est accompagné par des
perturbations morphologiques telles que I’apparition de bourgeonnements membranaires
(trichocytes) pouvant étre a I’origine d’une importante désorganisation du contenu cytolitique,
d’une fragmentation membranaire, d’une désintégration du macronoyau et enfin d’une lyse
cellulaire. De plus, nous avons constaté la diminution du nombre de vacuoles digestives

particulierement en présence des plus fortes concentrations des xénobiotiques.
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La seconde partie de notre travail s’est articulée autour d’une étude biochimique et
polarographique effectuée sur les paramécies en présence de Paracéamol et de I’ Ibuproféne.
Il en ressort : une forte perturbation des différents métabolites cellulaires dont les protéines,
les glucides et les lipides ainsi qu’une forte inhibition de la consommation d’oxygéene toujours

pour les plus fortes concentrations de xénobiotiques.

L’influence des facteurs environnementaux a été abordée dans la troisiéme partie de
notre travail. En plus du calcul de la CI50, nous avons pu mettre en évidence un effet des
variations du pH, de la Température et des UV, sur la toxicité du Paracétamol et de

I’Ibuprofene sur les paramécies.

Ces résultats ont été compl étés par une quatrieme partie qui a été consacrée a I’éude
des bio marqueurs de la toxicité tels que le GSH et I’activité GST ou encore I’activité des
enzymes anti-radicalaires telles la Catalase et I’ Ascorbate Peroxydase. Nous avons ainsi mis
en evidence une augmentation de I’activité de ces enzymes confirmant leur implication dans
la métabolisation de ces xénobiotiques et par |a méme la présence de ROS conduisant a une

peroxydation lipidigque bien mise en évidence par I’augmentation du taux de MDA.

L’isolement des mitochondries a é&é la consecration de ce travail. L’effet du
Paracétamol et de I’lbuprofene sur ces organites a mis en évidence un effet toxique sur les
mitochondries a travers I’inhibition de la vitesse d’oxydation chez les mitochondries isolées,
En plus, de la diminution des valeurs des rapports ADP/O et CR particuliérement aux plus
fortes concentrations de xénobiotiques. De plus a ce niveau d’organisation cellulaire, nous
avons également mis en évidence une inhibition de I’activite CAT et GPX deux enzymes
connues pour leur role dans e piégeage des ROS.

Aing, il existe actuellement une pollution grave et pernicieuse provoquée
indirectement a travers I’utilisation parfois abusive de médicaments. Ces derniers sont
rejetés apres leur métabolisation par les voies d’excrétions habituelles(les urines
notamment) avec pour consequence leur présence dans les eaux reésiduelles. Aussi, nos
essais sur la paramécie et un organite cellulaire jugé comme piece maitresse dans les
phénomeénes de mort cellulaire, en I’occurrence la mitochondrie ont-ils apporté une
confirmation sans équivoque sur la toxicité des substances médicamenteuses et ce méme

a des concentrations infimes.
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Per spectives

4 Etendre le champ d’investigation vers d’autres préparations pharmaceutiques et leurs
meétabolites.

4 Compléter I’étude subcellulaire pour éventuellement pouvoir proposer de nouveaux
biomarqueurs d’exposition comme |la SOD, les LDH.

+ Développer des modéles prédictifs de latoxicité de cocktails médicamenteux.

4 Poursuivre les essais sur des voies aternatives pour évaluer la toxicité des

médicaments.
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