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RESUME

Les composés organophosphorés (COP) constituent une importante classe de
substances chimiques organiques, ils ont en commun une certaine liposolubilité et leur mode
d’action sur le systéme nerveux en tant qu'inhibiteurs irréversibles de l'acétylcholinestérase,
ce qui les rend trés toxiques. Malgré les interdictions ou les restrictions d'usages et la faible
rémanence de ces COP, ils sont détectés dans les sols, les eaux de surface et au sein des
organismes vivants dans tous les pays du monde. Parmi les organophosphorés, nous nous
sommes intéressés au méthyle parathion « insecticide organophosphorés » qui est tres étudié

pour ses propriétés neurotoxiques chez les mammiferes et les poissons.

Ce travail consiste a mettre en évidence d’une part, D’effet inhibiteur des
organophosphorés (méthyle parathion) sur I’activité de [D’acétylcholinestérase, ces
répercussions sur les modifications de 1’axe corticotrope et la possibilité d’interférer avec
I’induction des perturbations psychologiques. D’autre part élucider I’implication du méthyle

parathion comme déclencheur d’un stress oxydant.

Le MPT semble emprunter les mémes voies que lors d’un stress systémique ou
I’hypothalamus recoit des stimulations directes du systéme limbique et des innervations
noradrénergiques et répond a ces stimulations par la sécrétion dans le sang de nombreuses
hormones (ACTH, PRL, TSH, catécholamine) en perturbant le métabolisme général.

Les résultats obtenus montrent que I’insecticide organophosphoré appliqué par gavage induit
une diminution de la corticostérone et de I’activité acétylcholinestérasique, des modifications
des teneurs du glutathion hépatiques GSH et de I’activité enzymatique GST. Une perturbation
du métabolisme glucidique et lipidique, un changement des teneurs des hormones : insuline,
TSH et T4, une réduction du taux de croissance, une augmentation du poids des glandes
surrénales, sont aussi constaté. De la méme maniere le stress de contention incite le systeme
de détoxification et les parametres métaboliques.

Le traitement des rats gavés (MPT) par la taurine et la vitamine E rétablie les valeurs basales.
La yohimbine (o bloquant adrénergique) appliqué en combinaison avec le MPT ou le stress de
contention restitue les valeurs basales des biomarqueurs du stress oxydant. En revanche, elle

perturbe les parametres métaboliques.



SUMMARY

The organophosphors compounds (COP) constitute an important organic chemical
substance class; they in common have a certain liposolubility and their mode of action on the
nervous system as irreversible inhibiters of the acétylcholinestérase, which makes them very
toxic. In spite of prohibitions or the restrictions of uses and weak remanence of this COP, they
are detected in the grounds, water surface and the living organisms in all the countries of the
world. Among organophosphorés, we were interested in insecticidal methyl parathion the
“organophosphors” which is very studied for its neurotoxic properties in the mammals and
fish.

This work consists in highlighting on the one hand, the inhibiting effect of
organophosphors (methyl parathion) on the activity of the acetyl cholinesterase, these
repercussions on the modifications of the axis corticotrope and the possibility of interfering
with the induction of the psychological disturbances. In addition to elucidate the implication
of methyl parathion likes release of an oxidizing stress
The MPT seems to borrow the same ways as at the time of a systemic stress where the
hypothalamus receives direct stimulations of the limbic system and noradrenergic
innervations and answers these stimulations by secretion in the blood of many hormones
(ACTH, PRL, TSH and catecholamine) by disturbing the general metabolism.

The results obtained show that the organophosphors insecticide applied by cramming
induces a reduction in the corticosterone and acetylcholinesterasic activity, modifications of
the contents of glutathione hepatic GSH and enzymatic activity GST. A disturbance of the
glucidic and lipidic metabolism, a change of the contents of the hormones: insulin, TSH and
T4, a reduction of growth rate, an increase in the weight of the glands suprarenal, are also
noted. Same manner the stress of application encourages the system of detoxification and the
parameters metabolic.

Treatment of the rats (MPT) by the taurine and the vitamin E restored basal values. The
yohimbine (o blocking adrenergic) applied in combination with the MPT or the stress of
application restores the basal values of the biomarqueurs of the oxidizing stress. On the other

hand, it disturbs the metabolic parameters.
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I- INTRODUCTION

La charte de I'environnement indique dans sa premiére proposition que “chacun a le droit de
vivre dans un environnement équilibré et respectueux de la santé". Cette phrase est
parfaitement éloguente. Nous comprenons, d'une part, qu'il existe des dangers pour
I'environnement et d'autre part, que l'environnement peut nuire & la santé. Pour garder son
bien-étre, I’organisme vivant doit conserver constamment un état d’équilibre interne, malgré
un environnement variable. De nombreuses études se sont intéressées aux différentes
perturbations qui peuvent menacer 1’organisme et il a été démontré que les réponses aux
agressions sont tres variables d’un individu a un autre et dépendent du type, de I’intensité et
de la nature de I’agent stressant (De Boer et al., 1990).

Le concept de stress a évolué et changé de signification au cours des années, de causes
déclenchantes de Cannon, il devient effet consecutif avec Selye (Selye H, 1946). Ensuite on a
assisté a un ¢élargissement progressif du concept et du champ d’application.

Les travaux de recherche se sont multipliés et ont suivi schématiquement deux axes de
recherche. Le premier s’est focalisé sur les aspects neurobiologiques du stress et le second sur
les dimensions psychologiques selon trois approches : psychosociale, cognitive, et
psychobiologique (Boudarene et al., 1997). Les études neurobiologiques ont permis de
préciser la nature et le rdle des systemes hormonaux et neuronaux qui sont impliqués dans la
mise en ceuvre et la régulation du stress. Tandis que les travaux psychologiques se sont
intéressés aux aspects relationnels entre la réaction et I’agression. Ainsi, le concept du stress
s’est ¢largi aux agressions psychologiques et sociales. Certains auteurs remarquent I’influence
de I’environnement social comme étant le facteur déterminant les caractéristiques des
réactions de stress. La réaction du stress n’est donc plus considérée comme une simple
réponse limitée dans le temps mais devient une réponse adaptative, dynamique et qui est a la
fois biologique et comportementale par la mise en jeu de 1’axe hypothalamo—hypophyso-
corticosurrénalien appelé axe corticotrope (Mildred et al., 1994 ; Kasdallah et al., 2005).

Le Stress n’est pas le fruit du hasard. L’absence ou la diminution du stress et de la fatigue est
I’'une des clefs essentielles de 1’épanouissement. Le stress : le meilleur et le pire. Maladie,
trouble symptome de la société, il peut étre considéré comme 1’interaction entre agression et
réaction de ’organisme face a cette agression. Le stress est devenu psycho-émotionnel. Si les
agressions peuvent étre multiples et diverses, corps et cerveau réagissent biologiquement
toujours de la méme facon. Pour la médecine classique, le stress est en effet constitué de

réactions neurophysiologiques et psychiques déclenchées par des événements ressentis



comme menacants. Pour nous, le stress est une réponse naturelle a un stimulus extérieur ou
intérieur qui agresse notre cerveau et notre corps (Nassé, 2000, 2003).

Pour comprendre comment notre cerveau réagit (Fig. 1), il faut savoir que le systéme
endocrinien possede 1’originalité propre de ne rien créer dans 1’organisme, mais de moduler a
I’aide d’hormones, pratiquement toutes les réactions normales de notre organisme. C’est donc
un systéme permettant a I’organisme de s’adapter a toutes les variations qui lui sont imposées
aussi bien de DI’extérieur que de l’intérieur. Le stress permanent dont la fatigue est une
résultante, éloigne plus ou moins bien le spectre de la dépression. La dépression, qu’elles que
soient les formes que peut revétir cette grave maladie, masque et cache avec soin la fatigue
physique et psychique (Nassé, 2006).
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C’est Henri Laborit (1974) - médecin, chirurgien, biologiste, inventeur des neuroleptiques et
Professeur de neurophysiologie du systéme nerveux a I’hopital Boucicaut Paris 15°me qui a
proposé le modele le plus complet du stress, dont les données sont source de références
encore jusqu’a maintenant. Le Pr Laborit distingue deux types de Stress : un premier

purement physiologique et un second psychosocial.

1-Le stress purement physiologique qu’il nomme « choc » est un état d’alarme de 1’organisme
face a une agression physique de D’environnement. C’est une réaction physiologique
aspécifique qui est toujours la méme quelle que soit ’agression (le stresseur) ; c’est cette
réaction qui a été décrite remarquablement par SELYE. L’agresseur peut étre un agent
infectieux, un choc physique (traumatisme cranien lors d’un AVP, ou un bruit insupportable
lors d’une explosion...). La réaction physiologique sera toujours la méme, c’est pourquoi elle
est dite aspécifique. Il y a une perturbation de 1’équilibre du milieu intérieur, une perturbation
de I’homéostasie liée a I’irruption de 1’agent stresseur. Alors se met en route rapidement la
réaction d’alarme. Cette réaction met en route deux systeémes neuroendocriniens. Le systéme
réagissant en premier dans les toutes premieres secondes est le systeme adrénosympathique.
Le systéeme qui réagit en second dans les premieres minutes est le systéme neuroendocrinien,

c’est-a-dire le systeme hypothalamo-hypophyso-surrénalien.

2 - Le stress psychosocial (Fig. 2): Ce mécanisme est, beaucoup plus complexe. Ce n’est plus
une simple réaction physiologique, ni un mécanisme instinctif (un comportement stéréotypé)
a une agression extérieure, mais un phénomene interactif. Le stress psychosocial fait
intervenir la mémoire, I’apprentissage, donc le cerveau affectif et limbique. Dans la Nouvelle
Grille mais trés ancienne, il expose les différentes fonctions du cerveau qui interviennent lors

du stress psychosocial (Nassé, 2006).

Le stress exerce des effets détrimentales sur plusieurs fonctions cellulaires, en endommageant
le potentiel de défense d'antioxydant qui induit des dégats oxydatifs déclencheur de beaucoup
de maladies (Torres et al., 2006). 1l a été suggerés que les atteintes radicalaires induites par les
ROS jouent un réle critique dans la physiopathologie des maladies neuro- dégénératives, des
désordres neuropsychiatriques et la dépression induite par le stress (Jenner, 1991 ; Sapolsky,
2000 ; Bilici et al., 2001). Bien que la dépression clinique, les symptdmes dépressifs et le
stress psychologique doivent étre distingués, ils sont étroitement rapprochés entre eux (Tsuboi

et al., 2006) et jouent un role important dans le développement des désordres affectifs (Post,



1992). Le stress chronique répété (Fig. 2) a eté associé au développement et a la manifestation
de la dépression (Checkley, 1996).

NECQCORTEX ASSCOCIATIF

Segmeant de la oréativibs
[présant + passd = fubur}

EEEIEEEEEEEEEEEEEEEE EEEEEpEEE I EEE I EEEEEEEEEEIEjEEEEEEE
Sesgmant ds 'apprenticssgs
[prazant + paces) ELEMENTE MEMORIZSED

SMXXIRE

- MEMOIRE GRATIHANTE —

-~
-

* MEMOIRE NOCICEPTIVE

“l;m.m._.'...........l.........‘44............
ipracant)

l‘iiiii'l Varlations
HYPOTHALAMUS —# | semsod- |—= dn
PLAISIR : ‘l!!!!' n_ﬂTmnm-t
!R .R Astion 'l

FTRUCTURE
BEIOLOGIRUE

Figure2 : Les différentes fonctions du cerveau lors d’un stress psychosocial (Nassé, 2006)

Les recherches neurobiologiques de la derniere décennie offrent une image plus cohérente,
notamment sur deux questions cliniques : le stress, son impact sur ’axe corticotrope et le
développement de Syndromes Post- Traumatiques (SSPT). Parmi les troubles anxieux, le
syndrome anxieux (de stress) post-traumatique (SSPT) est associé a un tableau
physiopathologique dont la neuroendocrinologie et la neuroradiologie fonctionnelle donnent
une image plus claire (Czeh et al., 2001 ; Bremner et al., 2003 ; Guilé, 2006). Les réactions de

I’axe corticotrope au stress sont résumées dans le Tableau 1 :



Tableau 1: Axe corticotrope et stress

Reéaction normale au stress Dépression Syndrome

anxieux
Post

traumatique
Facteur corticotrope(CRF) 1 1 1
Cortisol 1 ™ !
Sensibilité des récepteurs ! ! 1
aux glucocorticoides
Freinage a la dexaméthasone ! ! Ta

a: Test a la Dexaméthasone : dans le syndrome anxieux post-traumatique, 1’inhibition de la
sécretion de Cortisol, secondairement a la prise de Dexaméthasone, un anologue corticoide,
est augmentée. Cela n’est toutefois détectable qu’avec 0,5 mg de Dexaméthasone, soit la
demi-dose habituelle du test de dexaméthasone (Yehuda, 2004).

L’état de stress post-traumatique (ESPT) est un trouble fréquent, invalidant et souvent
chronique qui est associé a un codt social et personnel important. Diverses approches
thérapeutiques ont fait I’objet d’études témoins et randomisées: les approches
médicamenteuses, psychothérapeutiques (essentiellement cognitivo-comportementales) et
combinant médicaments et psychothérapie. Les données actuelles basees sur les résultats des
études temoins randomisées en double insu suggerent que les traitements médicamenteux de
premiere ligne en monothérapie dans I’ESPT sont les inhibiteurs sélectifs de la recapture de
sérotonine. D’autres options potentielles incluent des monothérapies avec les inhibiteurs de la
recapture de la noradrénaline et de la sérotonine, les inhibiteurs sélectifs des récepteurs alpha-
2 sérotoninergiques, les antidépresseurs tricycliques, les inhibiteurs de la monoamine-
oxydase, ainsi que I’ajout d’autres traitements médicamenteux dans les cas des ESPT
résistants (Carlier et Pull, 2008).

De nombreux xénobiotiques, tels que les pesticides, peuvent causer un stress oxydatif
conduisant a la génération de ROS et l'altération des antioxydants ou les piégeurs des
radicaux d'oxygene libres dans les systémes enzymatiques des organismes. Les ROS, comme
les radicaux des ions superoxyde (O2 ¢ -), le peroxyde d'hydrogéne (H202), et le tres réactif
radical hydroxyle (OH ¢) peuvent réagir avec les macromolécules biologiques sensibles et

produisent la peroxydation des lipides (LPO), des dommages de I’ADN et 1’oxydation des



protéines, d'ou le stress oxydatif (Livingstone, 2001 ; Nordberg et Arnér, 2001 ; Shi et al.,
2005).

Les composés organophosphorés (COP) constituent une importante classe de substances
chimiques organiques et environ 200 COP sont vendus sur le marché sous forme de milliers
de produits différents a multiples usages : rodenticides, nématocides, herbicides, additifs dans
I’industrie plastique et pétrolicre. Ils restent principalement utilisés comme insecticides sur les
plantes, les animaux et les hommes (Maroni et al., 2000 ; Videira et al., 2001 ; Donaldson et
al., 2002 ; Aguiar et al., 2004). Utilisés durant la seconde guerre mondiale pour la fabrication
de gaz de combat et commercialisés la premiére fois en 1944, l'essor des organophosphorés en
tant qu'insecticides ou acaricides date du début des années 1970, favorisé par l'interdiction
dutilisation des composés organochlorés (Li et Zhang, 2001 ; Padron Sanz et al., 2004).
Moins rémanents que ces derniers, les organophosphorés bénéficient d’une trés grande
efficacité mais posent un probléme de toxicité aigué.

Les différents COP ont en commun une certaine liposolubilité et leur mode d’action sur le
systéme nerveux en tant qu'inhibiteurs irréversibles de I'acétylcholinestérase, ce qui les rend
tres toxiques. Ils bloquent I’acétylcholinestérase dont le role est de dégrader I’acétylcholine
(Ach), entrainant une accumulation de ce neuromédiateur au niveau synaptique ce qui conduit
a une stimulation excessive des récepteurs muscariniques et nicotiniques au niveau des
systémes nerveux central et autonome et de la jonction neuromusculaire (Toxnet, 1988 ;
Donaldson et al., 2002).

Malgré les interdictions ou les restrictions d'usages (Convention de Rotterdam, 1998) et la
faible rémanence de ces COP, ils sont détectés dans les sols, les eaux de surface et au sein des
organismes vivants dans tous les pays du monde. L’origine de telles pollutions est liée aux
activités agricoles (Arapoglou et al., 2003) ou aquacoles (Silva et al., 1993), a la lutte
culicidienne en régions mediterranéennes et tropicales (Soumis et al., 2003) et a la protection
des lieux de stockage agricole. La faible remanence des COP dans I'environnement présente
des avantages, mais implique que l'insecticide soit épandu fréquemment, ce qui accroit le
danger d'exposition pour la faune. Des concentrations importantes de COP ont été aussi
mesurées en milieu urbain dans les effluents de stations d'épuration. Ces sources urbaines de
COP sont plus difficiles a identifier, résultant souvent d’utilisations domestiques difficilement
contr6lables et évaluables (traitements antiparasitaires : humains et animaux de compagnie et
phytosanitaires : plantes d’intérieur et jardins) ou de dépots, légaux ou non, dans des lieux de
stockage inadaptés et perméables (Pesticide Action Network Africa, 2006) ce qui contribue a

la persistance de ces molécules (eaux, sols et environnement).



Cette persistance planétaire, durable et menacante est a I’origine de contaminations par voies
respiratoire, orale ou cutanée. Toutes les formes vivantes contaminées présentent des
altérations du systéme nerveux dues a la neurotoxicité de ces molécules liée a I’inhibition de
I’acétylcholinestérase (Ecobichon, 1996).

Chez les vertébrés, les mammiféres contaminés par les COP présentent d'autres symptémes
dont la gravit¢ dépend de la dose mais surtout de la durée d’exposition. Des effets
cytotoxiques et génotoxiques sont observés chez le rat aprés une seule exposition aux COP
avec une augmentation de la fréquence des aberrations chromosomiques et du nombre de
micronuclei dans les cellules de la moelle épiniere (Vijayaraghavan et Nagarajan, 1994), des
dégats sur la molécule d'ADN (Bartoli et al.,, 1991) et des pathologies hépatiques
irréversibles. Les COP peuvent induire chez le rat ou la souris une baisse de fertilité
(diminution du nombre de spermatozoides, augmentation du nombre de spermatozoides
anormaux) et une réduction du taux d’hémoglobine (Mathew et al., 1992 ; De Silva et al.,
2006). Chez ’Homme, I’exposition répétée entraine un risque plus élevé de leucémie et de
sarcome des tissus mous. L'organisme des mammiféres est cependant beaucoup plus efficace
que celui des oiseaux en ce qui concerne la détoxification des COP. Ainsi, les oiseaux sont
100 fois plus sensibles que les mammiféeres au Diazinon, un insecticide commun
(Environnement Canada, 1999). Les oiseaux qui ne meurent pas directement peuvent subir
divers effets physiologiques. Affaiblis, ils sont plus sujets a I'hypothermie et a la prédation et
peuvent se révéler incapables d'attirer un partenaire sexuel, de défendre leur territoire ou
d'élever leurs couvées. Les poissons sont particulierement exposés aux COP. Une étude
comparative montre que la présence d’organophosphorés dans I’eau entraine une diminution
de 34,2% du nombre de Carpe commune (Cyprinus carpio) par rapport a un lac non pollué
(Gruber et Munn, 1998). De plus, toujours chez la Carpe, les COP modifient I’activité des
enzymes digestives (Simon et al., 1999).

Par ailleurs, des effets non cholinergiques ont été observés chez ’homme et les animaux de
laboratoire ; en effet, les COP, comme d’autres xénobiotiques, générent des espéces réactives
oxygenées qui induisent un stress oxydatif créant des dommages au niveau cellulaire et
tissulaire lorsque les capacités protectrices endogenes de 1’organisme sont dépassées (Hai et
al., 1997 ; revue in Mohammad et al., 2004). Les effets des stress oxydatifs induits par les
COP ont été étudiés in vivo chez le rat (Ibrahim et EI-Gamal, 2003 ; Buyukokuroglu et al.,
2008 ; Lukaszewiccz-Hussain, 2008) et in vitro sur des cultures d'érythrocytes et hépatocytes
de rats (Gultekin et al., 2000 ; John et al., 2001 ; Tuzmen et al., 2008). Ils montrent des

changements significatifs de l'activité des enzymes antioxydantes et suggeérent que les



radicaux libres et/ou les especes réactives oxygénées sont impliquées dans la toxicité des
COP.

Parmi les organophosphorés, le méthyle parathion (MPT) a été tres étudié pour ses propriétés
neurotoxiques chez les mammiféres et les poissons (Boone et Chambers, 1996 ; Hai et al.,
1997 ; Aguiar et al., 2004) mais également pour son induction de stress oxydatif. De récents
travaux montrent que 1’exposition au MPT génére un fort stress oxydatif chez un poisson
d'’Amérique (Brycon cephalus) et chez le rat avec induction de radicaux libres, changements
drastiqgues au niveau des systemes enzymatiques antioxydants et augmentation de la
peroxydation des lipides (Monteiro et al., 2006, 2009 ; Celik et Suzek, 2008). Selon Coral et
al., (2009), le MPT peut avoir un potentiel cancérigene.

Le MPT est bio activé par le foie en son analogue oxygéné le paraoxon, inhibiteur beaucoup
plus puissant de I’enzyme que la molécule mere. Le parathion et le paraxone sont métabolisés
et excrétés sous forme de p-nitrophénol et d’esters éthyliques et diéthyliques de I’acide
phosphorique thiosphorique (Abu-Quare et al., 2001 ; Garcia et al., 2003).

Les intoxications par neurotoxiques organophosphorés surviennent en géneral lors de
tentatives d'autolyse ou par contact accidentel avec un insecticide. L'intoxication se traduit par
une inhibition des cholinestérases qui aboutit & une veéritable intoxication par I'acétylcholine
endogene. Les principaux éléments cliniques et thérapeutiques des intoxications par
neurotoxiques organophosphorés, soit intoxication individuelle par insecticide, soit
intoxication collective par agent neurotoxique de guerre. Une menace d'intoxication collective
existe lors dattentats terroristes par les neurotoxiques de guerre dérivés des
organophosphorés. Ce sont des agents létaux caractérisés par un delai d'action beaucoup plus
rapide et une atteinte neurologique sévére. Les problémes posés sont davantage d'ordre
logistique : identification rapide du toxique, prévention des contaminations secondaires en
particulier du personnel soignant, possibilité de disposer de moyens de ventilation mais
également des traitements spécifiques indispensables (Rousseau, 2000).

Les menaces d'utilisation d'armes chimiques et biologiques surviennent de plus en plus
fréquemment dans diverses régions du monde. La Convention des Nations Unies sur les
armes chimiques propose cette définition : "Toute substance chimique qui, a cause de ses
effets sur les organismes vivants, peut entrainer la mort, une perte temporaire de performance,
ou, une lésion permanente aux humains ou aux animaux".

Parmi les armes chimiques, on a les Agents innervants : Il s'agit d'une classe de substances

dérivées des insecticides organophosphorés. Ce sont donc des inhibiteurs des cholinestérases.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Coral%20MN%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Garcia%20SJ%22%5BAuthor%5D

Les principaux produits de cette classe sont : le sarin, le tabun, le soman, le gaz V et le gaz
VX. lls peuvent donc étre absorbés par inhalation ou par voie cutanée. Le traitement requiert
d'abord le maintien des fonctions vitales, une décontamination rapide et efficace et
I'administration précoce d'antidotes (Nantel, 1998). Ce n’est pas exclusivement aux ennemis
et opposants qu’est destinée I’application sécuritaire des neurosciences. En Irak, les Etats-
Unis et leurs alliés utilisent des drogues permettant d’améliorer la vigilance de leurs soldats.
Dans un avenir proche, nous verrons des troupes partir au combat chargées de médicaments
accroissant leur agressivité, ainsi que leur résistance a la peur, a la douleur et a la fatigue
(Wheelis et Dando, 2005). La suppression des souvenirs est un des objectifs a portée de main
de la pharmacologie ; ce n’est plus de la science-fiction que d’envisager, sur le champ de
bataille, un personnel militaire au sentiment de culpabilité supprimé par des drogues, et
protégé du stress post-traumatique par un effacement sélectif de la mémoire (Hayes, 2006 ;
Investigation unfinished , 2006 ; Wright, 2007).

L’objectif de ce travail de theése est de répondre a certaines questions suspendu dans le
domaine du stress en général. Le but est de confirmer les hypotheses :

1/ Teffet inhibiteur des organophosphorés (méthyle parathion) sur Dactivité de
I’acétylcholinestérase, ces répercussions sur les modifications de 1’axe corticotrope et la

possibilité d’interférer avec 1’induction des perturbations psychologiques.

2/ Peut-on considérer le méthyle parathion comme déclencheur d’un stress oxydant ?

Dans la premiere partie, le programme de cette étude vise a élaborer un modéle animal PTSD,
et ceci sera confirmer par les niveaux cinétiques homéostatiques de certaines hormone
révélatrices telles que la corticostérone et I’acétylcholinestérase au niveau du cerveau.

Dans la deuxieme partie, des travaux récents ont montré que certains COP provoquent un
stress oxydant, notre objectif est : 1- de tester ’effet du MPT sur la capacité du systéme de
détoxification glutathion, certaines hormones (TSH, T4, insuline), la peroxydation lipidique,

2- évaluer le réle préventif de certaines supplémentations (vitamine E, Taurine, Yohimbine).


http://www.monde-diplomatique.fr/2007/08/WRIGHT/15045#nb4
http://www.geocities.com/svetlana.gubareva/appendix/dokleng.html
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1. LE STRESS

1.1. Définition

Selon la définition de H. Selye (1946), le stress est un état qui se manifeste par un
ensemble de réactions de I’organisme a I’action non spécifique des agents stresseurs
physiques, chimiques ou biologiques (Laborit, 1988 ; Cnockaert et Mouzé-Amady, 1993).
Depuis, le stress est considéré comme un processus interactif global comprenant la totalité des
facteurs intervenants : le stimulus, la réponse au stimulus, le processus de perception et
d’évaluation de la situation par le sujet (Routier, 1991). C’est une réaction
psychophysiologique d’adaptabilit¢ entre une personne, ses caractéristiques, et un
environnement particulier (Lhuilier et al., 1991). Il apparait lorsque ’homme ne se sent pas
capable de faire face a une situation, soit par manque de moyens matériels ou temporels, soit
par manque de ressources physiques ou psychiques (Keravel, 1992). Il se manifeste par des
réponses neurovégetatives, hormonales et immunologiques déclenchées par la mise en jeu de
I’axe hypothalamo-hypophyso-corticosurrénalien. 11 témoigne de 1’effort d’adaptation de

I’organisme aux agressions.

1.2. Facteurs de stress

Nous retrouvons dans la littérature plusieurs dénominations pour qualifier ce terme :
agents stressants, stresseurs ou stressors selon le terme anglo-saxon. (Bensabat, 1980 ;
Boudarene et al., 1997). Les facteurs de stress tels qu’on les définit dans la terminologie
francophone, représentent I’ensemble des situations qui peuvent constituer des agressions ou
qui sont vécues comme telles. Ils sont multiples et de différentes origines.
1.3. Stress aigu et stress chronique

Le stress aigu correspond a une agression le plus souvent violente, physique ou psycho
émotionnelle, et limitée dans le temps. Par exemple, une intervention chirurgicale, un grand
traumatisme... La réponse de I’organisme est, elle aussi, immédiate, violente et intense. C’est
une réponse de survie.
Le stress chronique correspond a des agressions violentes ou modérées, mais répétées et
rapprochées dans le temps.
La répétition de phénomeénes de stress exige une adaptation fréquente et constitue a la longue
une dose totale excessive dépassant le seuil de résistance de 1’individu.
Dans les deux cas, la réponse de I’organisme se fait aux niveaux physique, psychologique et
biologique. Elle est responsable de perturbations des différents métabolismes et de 1’équilibre

biochimique.



Le stress aigu peut entrainer, dans certains cas, des troubles psychosomatiques, des
pathologies digestives aigués, des accidents cardiovasculaires. Le stress chronique entraine un
épuisement psychologique et glandulaire progressif responsable des maladies dites
d’adaptation (Bensabat, 1980).

1.4. Stress biologique et psychique

Le stress biologique implique I’intervention d’agents physiques induisant une réponse
non spécifique du systéme hypothalamo-hypophyso-surrénalien.
Le stress psychique est défini comme 1’état dans lequel se trouve I’organisme placé dans des
situations qui menacent le bien-étre, I’intégrité physique ou psychique de I’individu.
Le stress psychique présente les aspects suivants :
-1l est déclenché par I’anticipation d’un danger, par le sentiment de frustration, par un état
conflictuel.
-Les agents stresseurs agissent au niveau des structures nerveuses centrales capables de
déchiffrer la signification menagante de la situation.
-Le stress psychique n’est déclenché que si la situation est pergue par 1’individu comme étant
menagante, frustrante ou conflictuelle. C’est donc ’évaluation cognitive de la situation qui
donne une signification stressante aux stimuli de I’environnement. Les modifications
comportementales et physiologiques qui en découlent caractérisent 1’état de stress.
-A la différence du stress biologique qui est déclenché par I’action non spécifique des

stresseurs, le stress psychique est initié par leur action spécifique.

Le stress psychique survient lorsque la personne évalue la relation avec son environnement
comme contraignante ou dépassant ses ressources. Il résulte d’un déséquilibre entre les

sollicitations de I’environnement et les capacités de ’organisme a y faire face.

La différence entre stress biologique et stress psychique concerne surtout les facteurs
intervenant dans le déclenchement du stress. L’état de stress qu’il soit biologique ou
psychique, implique ensuite une réponse de 1’organisme dans sa globalité (Troxler et
Schwertner, 1985).
1.5. Etat de stress

L’état de stress recouvre le syndrome d’adaptation au stress, les réactions de stress.
Elles sont considérées comme les conséquences d’une réaction de défense de I’individu face a

une situation nouvelle qui vient perturber ou rompre la stabilité et 1’équilibre intérieur



(physiologique et/ou psychologique). Les réactions de stress regroupent un ensemble de
manifestations biologiques, physiologiques et comportementales mises en ceuvre dans des
circonstances bien particulieres. Elles visent au maintien actif et au rétablissement de cet

équilibre (Boudarene et al., 1997).

2. SYNDROMES D’ADAPTATION

2.1. Syndrome général d’adaptation (SGA)

En 1946, H. Selye décrit le syndrome général d’adaptation. Celui-Ci représente toutes
les modifications non spécifiques, c’est a dire indépendantes du type de stresseur, qui se
développent dans l’organisme et dans le temps au cours de I’exposition continue a un
stresseur. Le SGA touche 1’organisme tout entier : il correspond au syndrome de stress. C’est
la réponse apportée au facteur de stress. Elle se traduit par un ensemble de modifications
biologiques responsables des différentes manifestations symptomatiques fonctionnelles et
organiques.

Le SGA se déroule dans sa forme typique en trois phases :
- une phase d’alarme,
- une phase de résistance,
- une phase d’épuisement.
Il n’est pas nécessaire que ces trois phases interviennent pour que I’on puisse parler de SGA.
Seul un stress tres grave peut aboutir a 1I’épuisement et a la mort.
Nous présentons, ci-aprés, les trois phases citées précédemment. Elles s’expriment par une
répercussion au niveau neurobiologique et somatique, et au niveau comportemental et
psychologique (Bensabat, 1980 ; Selye, 1946).
2.1.1. La phase d’alarme

v Au niveau neurobiologique et somatique
Elle s’exprime d’une part par des manifestations neurovégétatives intenses et stéréotypées
comme en témoignent I’accélération du rythme cardiaque, I’hypertension artérielle,
I’hypersudation, et d’autre part par une hyperactivité des systémes catécholaminergiques et de
I’axe hypothalamo-hypophyso-cortico-surrénalien (HHCS). Cette phase ne dure pas
longtemps, de quelques minutes a quelques heures tout au plus. C’est la réaction de stress
proprement dite, identique quel que soit I’agent agresseur. Elle s’exprime de la méme fagon
chez tous les individus. Seule son intensité varie. L’hyper activation des systémes

sympathique et corticotrope a pour seul but la mobilisation énergétique pour assurer I’effort



adaptatif. Elle met a disposition les réserves de glucose par glycogénolyse d’abord et par
lipolyse ensuite. Une oxygénation optimale est assurée par [’accélération du rythme
respiratoire et de la fréquence cardiaque responsable d’une augmentation du debit sanguin.
Cette énergie est principalement orientée vers les organes qui interviennent dans 1’effort
adaptatif (tissu cérébral et muscles). Parallelement a cette hyper activation, les fonctions qui
n’ont aucun role dans la réponse de stress sont mises au repos. Les hormones sexuelles et

thyroidiennes sont ainsi inhibées.

v Au niveau comportemental et psychologique
Les situations de stress engendrent une série de comportements le plus souvent désordonnés et
associés a une exacerbation de la vigilance et de I’état émotionnel. Il peut s’agir d’une
accélération des activités automatiques avec engagement irréfléchi dans des gestes et
mouvements exécutés en vitesse mais sans but et sans précision. Ailleurs, une suspension
voire une inhibition des activités avec vide de la pensée, trous de memoire, impression de
paralysie et d’incapacité seront observées. D’autres fois, les modifications €motionnelles
réaliseront un état d’anxiété et d’affolement important ou un état de panique amenant a des
activités stéréotypées et inefficaces. L’expression verbale peut étre accélérée avec un discours
plus ou moins cohérent qui peut se rapporter a I’événement en cause et a la signification qu’il
prend dans la vie du sujet. L’intérét attribué aux propos tenus par le sujet peut, plus tard aider
a comprendre le sens de la réponse de stress et étre intégré dans la prise en charge
thérapeutique. D’autre fois, le sujet est peu bavard, voire muet. Cette éventualité est souvent
associée a un état d’inhibition motrice. Dans tous les cas, le sujet ressent ces phénomenes

comme une rupture d’ordre psychologique (Boudarene et al., 1997).

2.1.2. La phase de résistance
v Au niveau neurobiologique et somatique

Elle accentue l’activit¢ des systémes noradrénergique et corticotrope. Elle met en jeu
I’ensemble des systémes hormonaux selon des modalités propres a chaque individu. C’est
I’état de stress. Il correspond a une intensification de la mobilisation énergétique de
I’organisme qui doit soutenir I’effort pour s’adapter a la situation nouvelle. Le niveau de
fonctionnement y est plus élevé. C’est « 1’hétérostasie », terme employé par H. Selye pour
quantifier cet état par opposition avec le concept d’homéostasie. Des troubles psychiques et
psychosomatiques apparaissent durant cette phase. Le stade de résistance varie en intensité, en

modalité d’expression et en durée selon les situations et les individus.



v Au niveau comportemental et psychologique

Pendant cette phase, des maladies somatiques et psychosomatiques peuvent se manifester
avec plus ou moins de gravité. Les affections cardio-vasculaires accompagnent le plus
souvent les sujets « sur engagés » dans la lutte (troubles du rythme et infarctus sont les
affections les plus fréquentes). Ces troubles sont habituellement rapportés a un
dysfonctionnement du systeme catécholaminergique. Les affections digestives (ulcere, colite,
dyspepsies et troubles fonctionnels), les affections dermatologiques et immunitaires,
notamment les déficiences, se rencontrent chez les sujets qui ont un comportement de «
vaincus ». Le stress serait également impliqué dans les syndromes de fatigue chronique
(SFC). Il faciliterait la synthése et la libération des cytokines par les cellules impliquées dans
le processus immunitaire et serait responsable des troubles comportementaux et psychiques
observés : retrait social avec indifférence, fatigue importante et baisse de 1’intérét pour
I’alimentation.

L’hyper activation des processus immunitaires serait due principalement a une altération de
’axe corticotrope dont le rétrocontrdle négatif sur le systeme immunitaire ne se ferait plus. Le
résultat serait le syndrome de fatigue chronique.

Le syndrome de stress post-traumatique est un autre cas particulier. Son incidence augmente
proportionnellement a la multiplication des fléaux sociaux : agressions physiques, viols, prises
d’otages, hold-up, accidents. Il survient aussi a la suite de catastrophes naturelles ou de
guerres. Il est ’exemple d’une situation aigué, grave d’emblée, qui risque d’évoluer pour son
propre compte et de réaliser une situation chronique. Sur le plan clinique, son expression est
variable mais toujours grave. Son évolution chronique peut étre a I’origine d’une désinsertion

sociale et professionnelle du sujet (Boudarene et al., 1997).

2.1.3. La phase d’épuisement
Elle marque la fin de la période de résistance avec épuisement des ressources et abandon de

I’effort. Dans les situations les plus graves le risque vital est présent (Boudarene et al., 1997).



3. REPONSE NEUROENDOCRINE

Quel que soit la forme de stress, il existe une réponse neuroendocrinienne de
I’organisme. Elle participe a I’adaptation de I’organisme aux diverses modifications de

I’homéostasie et aux facteurs de stress.

3.1. Axe hypotalamo-hypophysaire
3.1.1 Le systeme limbique (Fig. 4)

Le systéme limbique comprend des structures corticales et sous-corticales. 1l contrdle
le comportement, les émotions, la motivation. Il intervient également dans la régulation de
conditions internes de 1’organisme telles que la température corporelle, la sensation de faim et
de soif, I’équilibre osmotique, le controle du poids... Ces fonctions végétatives sont en
relation étroite avec le comportement (Hazard et Perlemuter, 1990 ; Cambier et al., 1995 ;
Mignée, 1991).

Le cortex limbique recoit et analyse les informations de régions corticales et sous-corticales
multiples. 11 est en connexion neuronale étroite avec un groupe de noyaux sous-corticaux dont
font partie I’amygdale et ’hippocampe. D’autre part, le systéeme limbique dispose de voies de
communication avec I’hypothalamus (Fontaine, 1996).

L’amygdale est considérée comme une zone de perception du comportement a un niveau semi
conscient. Elle projette dans le systeme limbique la situation présente, confrontée a
I’environnement et aux pensées pour permettre une réponse comportementale adaptée a
chaque condition. Elle joue par exemple un réle dans la réponse aux stimuli provoquant la
peur et ’anxiété.

L’hippocampe est une structure a travers laquelle un signal sensoriel peut conduire a une
réaction comportementale appropriée. Il parait jouer un réle important dans les voies de

récompense et de punition et dans les phénomenes d’apprentissage et de mémoire.

3.1.2. L’hypothalamus (Fig. 5)

L’hypothalamus se trouve régulé par le systéeme limbique. Il joue un role primordial
dans les fonctions végétatives et endocrines de 1’organisme, ainsi que dans les comportements
émotionnels. Il intervient dans le maintien de ’homéostasie hormonale et dans les réponses
adaptatives du systeme endocrine face aux situations stressantes de tous ordres (Conte-Devolx

et al., 1993). Sous I’effet d’un stress, I’hypothalamus est stimul¢ au niveau des noyaux para



ventriculaires dont les neurones disposent de propriétés neurosécrétoires. Certains sont en
connexion avec les centres du systeme nerveux autonome au niveau bulbaire et spinal.
D’autres sont en relation avec 1’éminence médiane de I’hypothalamus. Le corticotropin-
releasing factor (CRF) est libéré au niveau de 1’éminence médiane. Le CRF s’accompagne de
la sécrétion d’un autre neuropeptide hypothalamique : arginine vasopressine (AVP), principal
cofacteur qui a une action synergique du CRF. L’ocytocine est également sécrétée a ce
niveau, elle a une action inhibitrice. Ces deux substances permettent une action modulatrice
de la sécrétion d’ACTH et de cortisol (Fontaine, 1996).

La libération de CRF est stimulée par certains neurotransmetteurs dont I’acétylcholine, la
sérotonine, les catécholamines. La GABA intervient en tant qu’inhibiteur (Szafarczyk et al.,
1993). La sécrétion de I’AVP est stimulée par les récepteurs béta-adrénergiques et
cholinergiques, elle est freinée par les récepteurs alphal-adrénergiques (Olivier et al., 1997).
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Figure 4 : Représentation du systeme limbique : cortex limbique et structures sous-corticales

(amygdale, bulbe olfactif, hippocampe, septum, corps mamillaire...)

3.1.3. L’hypophyse antérieure
Elle constitue le troisiéme niveau d’action du stress. Le CRF stimule la sécrétion

d’ACTH au niveau antéhypophysaire par le biais du systeme porte hypothalamo-



\

hypophysaire. En effet, il active a ce niveau la production d’une prohormone : la
proopiomélanocorticotropine (POMC), qui se clive ensuite en ACTH et en hormone
mélanostimulante (MSH). Elles sont co-sécrétées et la MSH parait avoir un role
potentialisateur de I’effet de ’ACTH sur le cortex surrénalien. L’ACTH agit au niveau du
cortex surrénalien en stimulant la production et la sécrétion de cortisol.

La libération de cortisol exerce un rétro-contréle negatif aux trois niveaux cérébraux (Fig. 5):
limbique, hypothalamique et hypophysaire (Fontaine et al., 1996).

A coté du CRF et de ’AVP, d’autres peptides peuvent stimuler la sécrétion de ’ACTH :
I’ocytocine, ’angiotensine 11, I’adrénaline. L atrial natriuretic factor (ANF) intervient comme

inhibiteur (Paulmyer-Lacroix et al., 1995 ; Szafarczyk et al., 1993).
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3.2. Fonctions cibles (Fig. 6)
3.2.1. Fonction corticotrope

L’activation de I’axe hypothalamo-hypophysaire stimule la production de cortisol par
le cortex surrénalien. Les effets du cortisol sont variés. Il intervient sur le métabolisme des

glucides, des protides et des lipides, ainsi que sur la réaction inflammatoire et sur I’immunité.

A- Généralités

L’augmentation du taux circulant des glucocorticoides posséde a la fois des effets immédiats
pour corriger les troubles biologiques induits par le stress, et des effets a plus long terme pour
inhiber les réponses de I’organisme qui pourraient avoir des conséquences déléteres.

Ainsi, la sécrétion de glucocorticoides permet 1’adaptation de 1’organisme face a une situation
qui perturbe I’homéostasie du milieu intérieur. Elle augmente de facon proportionnelle a
I’intensité et a la durée du stress. (Conte-Devolx et al., 1993 ; Paulmyer-Lacroix et al.,1995).
Deux mécanismes d’action ont été proposés pour expliquer cette adaptation (Olivier et al.,

1997) :

- un effet facilitateur des glucocorticoides pour I’action d’autres substances, dont les
catécholamines, 1’angiotensine II. Cette action améliore le tonus cardiovasculaire en
redistribuant les flux sanguins vers les muscles, le cceur et le cerveau, et mobilise les
réserves énergétiques. Les facultés cognitives sont améliorées, alors que d’autres
fonctions (reproduction, réactions inflammatoires, croissance) sont mises au repos et
différées.

Cet effet est observé pour des concentrations normales ou modérément augmentées de
glucocorticoides.

- un effet protecteur, ils réduisent certaines des réactions de I’organisme au stress : la
diminution de la production des cytokines lors d’un stress infectieux, la reconstitution
du stock de glycogene hépatique post-hypoglycémique, le freinage de la sécrétion
d’AVP apres un stress hémorragique.

Celui-ci est observe pour des concentrations trés élevées de glucocorticoides.

Mais les effets déléteres d’un excés de production de cortisol ont été observés dans des
situations de stress intenses et prolongés. Les animaux soumis a un stress prolongé présentent
une altération de 1’état général, un dysfonctionnement du systéeme immunitaire, des plaques
athéromateuses vasculaires, ainsi qu’une baisse des taux d’HDL cholestérol et des hormones

sexuelles.



En clinique, I’excés de glucocorticoides peut avoir des effets néfastes sur un terrain
prédispose. Chez un patient diabétique, I’hyperglycémie peut étre beaucoup plus marquée lors
d’un stress et entrainer un déséquilibre du diabéte. L’action minéralocorticoide du cortisol sur
le systéme vasculaire peut décompenser 1’équilibre de la pression artérielle chez un patient

hypertendu (Olivier et al., 1997).

B- Action sur le métabolisme glucidique

Il entraine une stimulation de la néoglucogenése hépatique avec augmentation des enzymes de
conversion des acides aminés en glucose. Les acides aminés extra-hépatiques sont mobilisés
et le foie augmente la synthése de glycogéne. L’utilisation périphérique de glucose est réduite
et une élévation de la glycémie peut exister (Hazard et Perlemuter, 1990 ; Fontaine et al.,
1996).

C- Action sur le métabolisme protidique

Le cortisol a un effet catabolique. Il réduit la synthése protéique de tous les tissus, sauf au
niveau du foie. Les acides aminés circulants sont augmentés par diminution de leur utilisation
et de leur transport vers les cellules extra-hépatiques. Par contre, le transport intra-hépatique

est accru permettant la néoglucogenese (Hazard et Perlemuter, 1990 ; Fontaine et al., 1996).

D- Action sur le métabolisme lipidique
Il existe une lipolyse avec mobilisation et oxydation des acides gras qui épargne certaines
régions corporelles expliquant 1’obésité cortisonique ou cushingoide (face, dos) (Hazard et
Perlemuter, 1990 ; Fontaine et al., 1996)

E- Action anti-inflammatoire

Les propriétés anti-inflammatoires du cortisol s’expliquent par un effet de stabilisation des
membranes lysosomales qui limite la libération d’enzymes protéolytiques intervenants dans le
processus de mort cellulaire. 11 réduit aussi la perméabilité capillaire et diminue la migration
leucocytaire et la phagocytose (Hazard et Perlemuter, 1990 ; Fontaine et al., 1996). 1l atténue
également les phénomenes fébriles en réduisant la libération d’interleukine 1 leucocytaire,

susceptible d’influencer les centres hypothalamiques de la thermorégulation.

F- Action immunitaire



Le cortisol est responsable d’une dépression du systéme immunitaire. 11 existe une diminution
des €osinophiles et des lymphocytes, une production réduite d’anticorps et de lymphocytes T
et une atrophie des tissus lymphoides (Hazard et Perlemuter, 1990 ; Szafarczyk et al., 1993 ;
Fontaine et al.,1996).

3.2.2. Fonction somatotrope et prolactine

La sécrétion de ’hormone de croissance GH et a un moindre degré de la prolactine,
s’effectue selon un rythme nycthéméral (pics de sécrétion plus fréquents et plus amples au
cours du sommeil). La sécrétion de la GH est sous la double dépendance de deux
neurohormones hypothalamiques : la somatocrine GRF, stimulatrice, et la somatostatine
SRIF, inhibitrice. Elle est stimulée par les agents catécholaminergiques et cholinergiques
d’origine hypothalamiques. L’augmentation de la GH observée au cours de stress est toujours
présente en cas de stress physique, elle peut étre absente en cas de stress psychologique.
Il est actuellement difficile de dire si cette augmentation est liée a I’augmentation du GRF
et/ou a la diminution du SRIF. Le stress entraine les mémes effets sur la sécrétion de
prolactine. Elle est régulée par I’activité inhibitrice exercée par la dopamine hypothalamique

(prolactin inhibiting factor) (Conte-Devolx et al., 1993).

3.2.3. Fonction gonadotrope

La gamétogenese et la stéroidogenese gonadiques sont sous le contrle des
gonadotrophines hypophysaires : folliculostimuline FSH, et lutéotrophine LH.
La sécrétion pulsatile de LH est sous la dépendance de la sécrétion de gonadolibérine LHRH
hypothalamique. Toute altération de la sécrétion pulsatile des neurones LHRH entraine une
abolition de la pulsatilité de la sécrétion de LH et de FSH. Les stress de tous ordres,
suffisamment prolongés sont responsables d’une diminution de la pulsatilit¢ de LH
contemporaine d’une altération de la pulsatilité de LHRH. Les conséquences cliniques
peuvent étre des anomalies du cycle menstruel jusqu'a I’aménorrhée, des hypogonadismes
hypo-gonadotropes supra-hypophysaires chez I’homme.
De la méme facon, 'augmentation du CRF par I’intermédiaire de ’ACTH et des autres
peptides dérivés de la POMC, induit une inhibition de la fonction gonadotrope (diminution de
la fréquence de pulsatilité de LH et LHRH) (Conte-Devolx et al., 1993).
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Figure 6: circuit hormonal en réponse au stress (Nasse, 2006)

3.3. Systeme sympathique

Le stress stimule également la sécrétion des catécholamines. 11 s’agit de la réponse
immédiate a un stimulus bref mais aussi de la phase initiale d’une exposition prolongée a un
stresseur. La réponse catécholaminergique fait intervenir la noradrénaline, I’adrénaline, et la
dopamine (Borghini et al., 1991, Klimaschewski et al., 1996).
La noradrénaline est libérée par la fibre post-ganglionnaire sympathique. Elle agit ensuite sur

I’effecteur. La synthése de la noradrénaline se fait a partir de la tyrosine, sous la dépendance



de la tyrosine-hydroxylase. La noradrénaline peut inhiber I’activité de cette enzyme en
réalisant un rétro-controle négatif. La noradrénaline est également présente dans la
médullosurrénale. A ce niveau, la transformation de la noradrénaline en adrénaline s’effectue
grace a la méthyl-transférase. L’adrénaline est ensuite libérée. A 1’état basal, il existe une
sécrétion physiologique en dehors de toute excitation nerveuse. Elle est surtout d’origine
surrénalienne. Certaines molécules endogénes : glucocorticoides, insuline, glucagon, agissent
sur I’activité de la méthyl-transférase pour ajuster le rapport adrénaline / noradrénaline.

L’action de ces catécholamines, sur les effecteurs, s’exerce par I'intermédiaire de récepteurs
cellulaires a [let B [ladrénergiques. La noradrénaline a plutdt une action o-stimulante
prédominante alors que I’adrénaline présente une action mixte en partie a-Stimulante et en

partie B-stimulante.

La dopamine, autre catécholamine qui intervient dans le stress, a des effets périphériques
connus. Elle agit par I’intermédiaire des récepteurs dopaminergiques. Ils sont mis en évidence
dans les territoires rénaux, mesentériques et cérébraux. La dopamine provoque, a ce niveau
pour de faibles concentrations, une vasodilatation. Les récepteurs sont particulierement
nombreux au niveau du systéme nerveux central. Les voies métaboliques sont analogues a
celles des autres catécholamines. L’effet global des catécholamines est une mobilisation de
I’énergie qui prépare 1’organisme a la lutte ou a la fuite lors d’une réponse a un stimulus bref.
Elles facilitent la transmission de I’influx nerveux et la contraction musculaire.
L’hypersécrétion de catécholamines se traduit par une vasoconstriction avec hypertension
artérielle, tachycardie, tremblements, contractions musculaires, horripilation, mydriase,
hyperglycémie. 1l existe une augmentation des catécholamines circulantes et des métabolites
urinaires dont I’acide vanylmandélique. La mise en jeu des catécholamines est différente en
fonction du stress.

La mise en jeu de I’adrénaline serait plus en rapport avec I’anxiété, avec l’intensité de
I’émotion, et serait plus sollicitée dans les états de peurs, de dépression, d’incertitude et

d’attente.

La noradrénaline interviendrait dans des états d’engagement dans I’action, dans des états de
colére ou d’agression, mais aussi dans des situations ou attention et vigilance sont requises.
Dans I’exposition prolongée au stress, la dopamine (Fig. 7) pourrait augmenter plus que les
autres catécholamines, mais 1’augmentation semble globalement fonction inverse de la

capacité du sujet a faire face (Harrison, 1985 ; Mignée, 1991).
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Figure 7 : Axe de la noradrénaline en présence de stresseurs (Nasse, 2006)

3.4. Fonction thyréotrope
Le principal systéeme de régulation est représenté par I'axe thyréotrope. Il est complété
par un systeme d'autorégulation thyroidienne. Par ailleurs, le statut nutritionnel influence

également la fonction thyroidienne et en particulier le catabolisme des hormones.

Parmi les effets des hormones thyroidiennes :
- Elles augmentent la thermogenese obligatoire et la VO2. Ainsi, I'nypothyroidie peut
s'accompagner de frilosité tandis que [I'hyperthyroidie est caractérisée par une

thermophobie.



- Elles sont hyperglycémiantes (elles majorent I'absorption intestinale de glucides et
favorisent la production étatique de glucose).

- Les effets des hormones thyroidiennes sur le métabolisme lipidique sont complexes avec
une augmentation de la synthese de cholestérol mais également de sa dégradation
hépatique, une plus grande expression des récepteurs pour le LDL cholestérol, une
augmentation de la lipogenése et de I'oxydation des acides gras libres.

- Au final, elles exercent un effet hypocholestérolémiant. Aussi, devant toute hyper-
cholestérolémie, il convient de rechercher des signes d’hypothyroidie.

- Les hormones thyroidiennes augmentent la synthése protéique mais ont également un

effet catabolisant, qui devient prépondérant & doses supra-physiologiques.

3.5. Conséquences cliniques

L’¢lévation combinée des glucocorticoides et des catécholamines circulantes permet
d’augmenter le rythme cardiaque et la distribution d’oxygene aux tissus musculaires et au
cerveau. Elle mobilise les ressources métaboliques vers des substances directement
catabolisables en énergie (augmentation de la glycolyse, lipolyse et protéolyse, résistance
temporaire a ’insuline...). Parallélement, les fonctions non essentielles sont mises au repos et
différées telles que la reproduction, la croissance et le systeme immunitaire.
L’existence d’un rétrocontrole négatif empéche une activation prolongée et inutile du systéme
hypothalamo-hypophyso-surrénalien. Il permet de retrouver une situation d’homéostasie.
Mais dans les situations de stress prolongé ou répété, il existe un deséquilibre dans la
régulation des systéemes neuroendocriniens. On observe chez les individus soumis a un stress
chronique : des élévations chroniques du taux de glucocorticoides, des réponses hormonales
(ACTH, cortisol) exagérées en amplitude et en durée. Il existe également une diminution du
rétrocontréle négatif des glucocorticoides sur les centres nerveux et périphériques (Fig. 8).
Ces modifications peuvent alors participer au développement de nombreuses affections.
L’augmentation chronique de la pression artérielle et I’augmentation du cholestérol sont des
facteurs de risque de I’hypertension artérielle. L’augmentation chronique des glucocorticoides
ont un effet suppresseur sur les systémes immunitaires et sont un état prédisposant dans le

développement de 1’obésité et du diabete (Walker et al., 1997).
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Figure 8 : Effets des stresseurs sur les axes accessoires du stress dans le corps et le cerveau
(Nassé, 2006)

4. MALADIES DE STRESS

On les a appelé les maladies de I’adaptation. Ce sont des maladies psychosomatiques
qui supposent 1’apparition de Iésions d’organes. Elles peuvent toucher tous les systémes de
I’organisme humain. Elles font suite a la mise en jeu de 1’axe neuro-endocrino-immunitaire :
systéme d’interaction entre systéme nerveux avec ses neuromédiateurs, systéme endocrinien
et systeme immunitaire.

Nous citerons les plus fréquemment décrites : cardiovasculaires, digestives, psychologiques.



4.1. Stress et pathologies psychiatriques

Les facteurs de stress psychosociaux peuvent contribuer au déclenchement ou a
I’aggravation d’un trouble mental. Dans 1’évaluation diagnostique du patient présentant un
trouble psychique, nous retrouvons sur I’axe IV du DSM-1V les entités suivantes : problémes
avec le réseau de soutien principal (famille, couple..), problémes liés a I’environnement
social, problémes scolaires, professionnels, domestiques, financiers, difficultés d’accéder aux
soins de santé, probléemes légaux et judiciaires, autres problémes psychosociaux et
environnementaux (catastrophes naturelles, guerre...) (Fontaine et al.,1996).

4.1.1. Stress et Anxiété

L’anxiété ou I’angoisse est une émotion normale survenant dans des situations
nouvelles surtout lorsqu’elles sont étrangeres, inattendues ou hostiles. Elle permet a I’individu
de s’adapter en modifiant son comportement ou son environnement. Le seuil de tolérance a
cette émotion varie d’un individu a l’autre. Elle devient pathologique lorsqu’elle est trop
intense, empéchante, désorganisatrice ou lorsqu’elle se chronicise. Elle paralyse I’individu
dans ses capacités a faire face ou coping. Lorsque le sujet est dépassé dans ses mécanismes
d’adaptation face a une demande de I’environnement, il apparait rapidement un état de crise.
Certaines crises aboutiront a une maturation de I’étre humain, d’autres ne permettront pas de
réponse adaptative adéquate. Les dernieres seront susceptibles de provoquer des états
psychopathologiques tels que les troubles anxieux, les troubles dépressifs ou
psychosomatiques (Bourgeois, 1993). Les critéres diagnostiques du DSM-IV classent les
troubles anxieux en onze catégories : trouble panique avec ou sans agoraphobie, agoraphobie
sans antécédent de trouble panique, phobie spécifique, phobie sociale, trouble obsessionnel-
compulsif, état de stress post-traumatique, état de stress aigu, anxiété genéralisée, anxiété due
a un trouble somatique, trouble anxieux non spécifié. Quant a elle, la réaction aux facteurs de
stress psychosociaux est décrite sous forme de trouble de I’adaptation dont le caractere
inadapté peut se traduire par les manifestations suivantes dans les trois mois qui suivent la
confrontation aux agents stressants : humeur dépressive, humeur anxieuse, caractéristiques
émotionnelles mixtes (anxio-dépressives), perturbation des conduites, perturbation mixte des
émotions et des conduites, autres troubles non spécifiés.
Le trouble panique est un trouble émotionnel qui se caractérise par 1’apparition inopinée et la
répétition d’épisodes d’attaques de panique. L’attaque de panique se traduit par 1’apparition
soudaine de palpitations, sensations d’étouffement, tremblements, sueurs, nausées, malaise

digestif... accompagnés de I’impression de mourir, de perdre le contréle de soi-méme, ou de



devenir fou. Le trouble panique sera défini par la récurrence de ces attaques de panique. Le
sujet développera souvent une peur importante de la récidive : anxiété d’anticipation.

La premiére attaque de panique survient classiqguement de maniére soudaine et inopinée. Elle
correspond parfois a des circonstances particuliéres : accident, maladie, deuil, séparation,
prise de drogue... Pour de nombreux auteurs, deuils et séparations seraient des facteurs
précipitants fréquemment retrouvés (Galinowski, 1993). Certains modeles expliquent que les
patients anxieux posséderaient des schémas latents en rapport avec une vulnérabilité
personnelle. Ces schémas pourraient étre activés dans certains contextes comme les situations
stressantes (Thomas-Antérion et Truche, 1998 ; Bergeret et Decourt, 1993).

Au niveau neuroendocrinien, des travaux ont rapporté une augmentation de I’activité de 1’axe
HHS chez des patients anxieux. Mais la répétition des attaques de panique entrainerait une
diminution de cette activation. Au bout d’un certain temps d’évolution d’un trouble panique,
I’axe HHS pourrait alors répondre différemment lors d’une exposition a une situation

stressante (Servant et Parquet, 1995).

4.1.2. Stress et dépression

La cotation des stress psychosociaux sur I’axe IV témoigne de I’influence de ces facteurs dans
la maladie dépressive.

L’¢tude du poids des événements vitaux dans D’apparition ou I’entretien d’un épisode
dépressif met en évidence deux facteurs :

v des événements survenus précocement dans I’existence pourraient conditionner plus
tard I’apparition de manifestations dépressives. Il s’agit de facteurs favorisants ou
prédisposants qui sont souvent regroupés sous le terme de vulnérabilité.

v’ les événements de vie stressants ont un role dans 1’apparition ou I’évolution des états
dépressifs. 11 s’agit de facteurs précipitants ou déclenchants.

Au niveau neuroendocrinologique, des études ont montré une activation pathologique de I’axe
HHS chez certains déprimés avec une diminution de la réponse ACTH au CRF, un test a la
dexaméthasone positif, une désorganisation du rythme circadien de la sécrétion du cortisol,
une restauration du fonctionnement adéquat du systéme par les antidépresseurs. (Brochier et
Olié, 1993).

4.1.3. L’état de stress post-traumatique
L’¢état de stress post-traumatique est un trouble anxieux dont la fréquence a augmenté

de plus en plus au cours des dix derniéres années. Il résulte de I’exposition a un événement



traumatique, dont la personne a été victime ou le témoin, et qui a provoqué chez elle la peur
de mourir, d’étre sérieusement blessée, ou de voir d’autres sujets atteints. Cette peur est en
général accompagnée d’un sentiment d’impuissance ou d’horreur.

Les traumatismes peuvent étre liés a des situations de guerre, de catastrophe naturelle, a des
agressions, notamment a caractére sexuel, ou encore a des accidents de la circulation ou du
travail. L hospitalisation du sujet ou de 1'un de ses proches, peut également étre vécue comme
traumatisante. Les symptomes sont peu spécifiques : céphalées, troubles du sommeil,
irritabilité¢  diffuse, humeur dépressive, manifestations anxieuses, consommation
médicamenteuse, alcoolique ou toxicomaniaque, ou difficultés relationnelles ou
socioprofessionnelles. L’origine commune a tous ces symptomes est une réaction a un
traumatisme psychique plus ou moins récent. Toute personne subissant le choc d’un
événement traumatique est apparemment susceptible de développer ensuite un état de stress
post-traumatique, en situation aigué.

En ce qui concerne le développement et I’installation d’un état chronique, quelques facteurs y
prédisposent : sujet trés jeune ou Aagé, des antécédents traumatiques dans I’enfance
(maltraitance, abus sexuel), un soutien social et familial déficient, et méme des événements
heureux ou considérés comme tels (mariage, naissance, promotion professionnelle) qui
peuvent poser des problémes d’adaptation.

De facon générale, tout ce qui affaiblit la résistance psychologique du sujet, ou ses ressources
adaptatives, peut contribuer au développement d’un état de stress post-traumatique. Dans son
évolution, il peut s’accompagner de trouble panique, phobique, obsessionnel ou dépressif, de

somatisation, d’abus et dépendances alcooliques ou aux opiacés (Smaga et al., 1995).

5. STRESS ET XENOBIOTIQUES

Le terme xénobiotique est utilisé pour désigner un composé étranger a I’organisme. 11
peut s’agir d’'un médicament, d’une drogue ou d’un produit issu de I’environnement. La
déficience en butyrylcholinestérase sérique fut la premiére déficience enzymatique génétique
découverte impliquant la réponse a un médicament. Cette enzyme est requise pour
I’¢limination de la succinylcholine, un relaxant musculaire utilis¢é en anesthésie. Sa
déficience, dont I’incidence est de 1 sur 3500 individus, est caractérisée par une relaxation

musculaire prolongée (des heures au lieu de minutes) suite a ’injection de succinylcholine.



Le polymorphisme du geéne responsable de 1’acétylation de 1’isoniazide par la N-acétyl-
transférase 2 (NAT2) a été démontré en 1950. Il existe en effet des différences
interindividuelles importantes dans la vitesse d’élimination de cet anti-inflammatoire qui
peuvent s’expliquer par des différences dans la vitesse de son acétylation. En Europe et en
Amérique, 40 % a 70 % des sujets caucasiens sont des acétylateurs lents alors que chez les
asiatiques, les acétylateurs lents ne représentent que 10 % a 30 % de la population. Les
acétylateurs lents sont plus a risque de développer une neuropathie périphérique lors d’un
traitement a 1’isoniazide ou un lupus €rythémateux lors d’un traitement a la procainamide ou a
I’hydralazine (Oscarson, 2003). De plus, nous verrons plus loin, qu’ils sont aussi plus a risque
de développer un cancer de la vessie suite a I’exposition aux amines aromatiques présentes
dans la fumée de cigarette et possiblement dans I’environnement (Thier et al., 2003).

Donc des variations importantes dans le métabolisme des xénobiotiques semblent étre a
I’origine de plusieurs variations interindividuelles dans la fagon dont I’organisme dispose de
ces produits. De plus, plusieurs interactions médicamenteuses et plusieurs interactions entre la
diete et la prise de médicaments pourraient s’expliquer par des variations génétiques ou
phénotypiques dans le métabolisme des xénobiotiques. La pharmacogénétique est donc
devenue un point majeur d’intérét en pharmacologie clinique et en toxicologie
environnementale.

5.1. Métabolisme des xénobiotiques

Le métabolisme des xénobiotiques, comparé au métabolisme intermédiaire, est beaucoup
moins spécifique, sa spécificité étant dirigée vers un groupe chimique plutdt que vers un
composé chimique. Le métabolisme des xénobiotiques est généralement divisé en deux
étapes. La premiere étape, dite de phase 1, représente des modifications simples a la molécule
d’origine, I’hydroxylation étant la transformation la plus fréquente. Des désaminations,
déshalogénations, désulfurations, époxydations, peroxygénations et réductions peuvent aussi
faire partie de cette premiere étape. Les métabolites qui en résultent sont souvent nombreux
(c’est le cas pour les immunosuppresseurs) et peuvent posséder a divers degrés ’activité de la
molécule mére. Pour les substances de I’environnement, cette étape représente souvent la
transformation d’une molécule inoffensive en une molécule cancérogéne. Les réactions de
phase 2 qui suivent les réactions de phase 1 se produisent souvent sur un groupe chimique
introduit lors des réactions de phase 1. Ce sont le plus souvent des réactions de conjugaison,
c¢’est-a-dire ’association via un lien covalent de la molécule mére ou d’un de ses métabolites
a une autre molécule produisant ainsi un composé plus soluble pouvant s’éliminer plus

facilement dans ’urine ou la bile. Les molécules d’association sont 1’acide glucuronique, les



sulfates, les acétates, le glutathion et quelques acides aminés. Les réactions de phase 2
peuvent aussi comprendre des hydrolyses et des méthylations.
5.2. Isoformes du cytochrome P450 (CYP)

La réaction de phase 1 la plus étudiée a ce jour est certainement la réaction
d’hydroxylation. Elle est catalysée par une classe d’enzymes, les mono-oxygénases ou
enzymes du cytochrome P450 (CYP), et peut étre décrite par la réaction générale suivante :
RH + O2 + NADPH + H+ — ROH + H20 + NADP+
Ces enzymes sont des protéines hémiques présentes en grande quantité dans le réticulum
endoplasmique lisse des hépatocytes, des entérocytes et des surrénales. Elles ne peuvent
utiliser le NADH et les genes codant pour ces protéines sont connus et présentent un haut
degré de polymorphisme.

Les isoformes du CYP issues de ces alleles ne sont pas toutes aussi actives pour métaboliser
les xénobiotiques. En plus du polymorphisme génétique, plusieurs autres facteurs influencent
I’activité de ces enzymes dont I’age, le sexe, les espéces, I’origine ethnique et plusieurs autres
molécules qui peuvent étres des inhibiteurs de leur activité ou des inducteurs de leur synthese.
Le génotypage ou le phénotypage du CYP pourrait permettre d’identifier des métaboliseurs
lents ou rapides d’'un médicament donné et permettre de prévoir les doses les plus appropriées
afin d’éviter des réactions indésirables ou des intoxications.

L’identification de certains all¢les prédisposant a une susceptibilité particulicre face a
certaines formes de cancer induites par des produits chimiques présents dans le milieu de
travail ou de fagon plus générale dans I’environnement permettrait de limiter les doses
d’exposition chez les porteurs de ces alléles. Actuellement, des études ont démontré ’utilité
clinique du génotypage des alleles du CYP dans le traitement aux antidépresseurs, aux
anticoagulants ou aux antinéoplasiques pour prédire les effets indésirables et les interactions
médicamenteuses ainsi que pour prévoir une sensibilité accrue aux produits de la fumée du
tabac, aux solvants organiques ou autres polluants de notre environnement (Bernard, 2004).
5.3. Pharmacogénétique et toxicologie de ’environnement

Il existe une théorie selon laquelle la plupart des substances cancérogenes présentes
dans I’environnement seraient activées en métabolites toxiques par une réaction du
métabolisme (Conney, 2003). Les enzymes de phase 1 du métabolisme des xénobiotiques
seraient, selon cette théorie, impliquées dans I’activation de produits toxiques, tandis que les
enzymes de phase 2 (époxyde hydrolase, glutathion S-transférases, sulfo-transférases, UDP-
glucuronosyl transférases) seraient responsables de 1’élimination des xénobiotiques et de leurs

métabolites toxiques. Ce serait un changement dans la balance entre ces deux actions



opposées qui déterminerait 1’apparition d une toxicité ou d’une maladie telle que le cancer .Le
lien entre certains alleles des génes associés aux enzymes du métabolisme des xénobiotiques
et les cancers environnementaux est trés difficile a établir par des études cliniques qui ne

confirment pas toujours la théorie.

6. LE STRESS OXYDANT
6.1. Les dérivés actifs de I'oxygene
6.1.1. Définition

Un radical libre se définit comme tout atome, groupe d'atomes ou molécule possédant un
électron non apparié (célibataire) sur l'orbitale externe. Cette caractéristique lui confére une
réactivité importante : les radicaux libres réagissent avec des molécules plus stables pour
capter ou céder leurs électrons, créant ainsi de nouveaux radicaux en initiant des réactions en
cascade. Dans certaines conditions metaboliques, la réduction de l'oxygene (0,) est
incompléte et aboutit a la formation de radicaux libres. Actuellement, on emploie le terme de
dérivés actifs de I'oxygéne ou ROS (Fig. 9) pour designer un ensemble plus large de
molécules :
e des radicaux oxygenés caractérisés par un électron non apparié (I'anion superoxyde
02", les radicaux hydroxyles OH", peroxyle ROO", alkoxyle RO")
e des dérivés de l'oxygéne non radicalaires comme le peroxyde dhydrogene (H20,),
l'oxygeéne singulet (*0;) ou l'ozone (03) fortement oxydants et/ou facilement convertis

en radicaux.

Toutes ces espéces oxygenées sont formées en faible quantité dans les conditions
physiologiques (au sein de la chaine respiratoire mitochondriale, lors de réactions
inflammatoires) mais elles sont éliminées rapidement par le systéme antioxydant cellulaire.
Lorsque leur production augmente et/ou lorsque les défenses antioxydantes ne sont plus
suffisantes face a cette production, les ROS peuvent attaquer différentes cibles cellulaires
(lipides, protéines, glucides, ADN...) causant des dommages multiples et pouvant entrainer la

mort de la cellule.
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Figure 9 : Productions des radicaux libres oxygénés (ROS) et azotés (RNS) et autres especes
réactives dans les cellules des mammiferes.

AA : acides amineés ; Arg : L-arginine ; BH4 : (6R)-5,6,7,8-tétrahydro-L-bioptérine ; CH20 :
formaldéhyde ; Cit : L-citrulline ; DQ : diquat ; ETS : systéme de transport d’électrons ; FAD
. dinucléotide flavine adénine (oxydé) ; FADH2 : dinucléotide flavine adénine (réduit) ; Gly :
glycine ; H202 : peroxyde d’hydrogene ; HOCL : acide hypochloreux ; HOJLOH : radical
lipidique hydroxy ; LOOH : hydroperoxyde lipidique ; MPO : myéloperoxydase ; NAD+ :
dinucléotide nicotinamide adénine (oxydé) ; NADH : dinucléotide nicotinamide adénine
(réduit) ; NADP+ : dinucléotide nicotinamide adénine phosphate (oxydé) ; NADPH :
dinucléotide nicotinamide adénine phosphate (réduit) ; “[INO : oxyde nitrique ; O2 - : radical
anion superoxyde ; "OH : radical hydroxyle ; ONOO- : peroxynitrite ; P-450 : cytochrome P-
450 ; PDG : glutaminase sulfate dépendante ; Sar : sarcosine ; SOD : superoxyde dismutase ;
Vit C : vitamine C ; Vit E : vitamine E ([J-tocophérol)

Acetyl CoA Oxydase
Auta- Di

6.1.2. Formation des dérivés actifs de I'oxygéne
Les ROS peuvent étre formés dans la cellule par des voies non enzymatiques ou
enzymatiques, la principale source étant la réduction d'une molécule d'0, en radical anion

superoxyde (0,). Cette réaction semble surtout catalysée par des NADPH oxydases



membranaires (Wolin, 1996), qui sont généralement des chaines de transport d'électrons
constituées de flavoprotéines, cytochromes et quinones, la réaction globale est la suivante :
NADPH
NADPH + 2 O, > NADP* +2 O, + H*
Oxydase

L'O;" peut également étre formé dans certains organites cellulaires tels que les peroxysomes,
via la conversion de I'hypoxanthine en xanthine, puis en acide urique, catalysée par la
xanthine oxydase, et les mitochondries lors d'un dysfonctionnement de la chaine respiratoire
(Wolin, 1996). Une fois formé, 02- peut étre neutralisé par un H+ et transformé en radical
hydroperoxyle (HOO") ou réagir avec le NO' (diminuant ainsi la disponibilité de NO' et donc
la vasorelaxation endothélium-dépendante) pour former I'anion peroxynitrite (ONOQO"). Celui-
ci peut nitrer des protéines au niveau des résidus tyrosines ou engendrer un radical nitrite NO,'
et le radical hydroxyle (HO) (Fig. 10).

. o
\ A
ONOO- :
O, NADPH oxydase Fe” v
Xanthine oxydase SOD H aber-Weiss

FigurelO : Production de ROS dans la cellule

Le peroxyde d'hydrogene (H20,) est une espece stable, mais diffusible et avec une durée de
vie compatible avec une action a distance de son lieu de production. Le peroxyde d'hydrogene

est formé secondairement par la dismutation de l'anion superoxyde :

20, +2H" » HO0,+ 0O,

La dismutation de O, spontanée ou catalysée par les superoxydes dismutases est la source
majeure de H,0,. De plus, H,0, est aussi produit in vivo par différentes oxydases, incluant les
aminoacides oxydases et la xanthine oxydase. H,0, n'est pas un radical libre mais a la capacité

de générer des radicaux hautement réactifs. Le H,0, peut étre réduit suivant la réaction



d'Haber-Weiss engendrant alors un ion OH- inoffensif et un radical hydroxyle HO" plus
agressif :

H,O,+ O » 02+ OH + HO

Cette réaction est lente et probablement inopérante dans les tissus vivants. En revanche, la
réaction de Fenton, qui nécessite l'intervention d'ions Fe®*, se produit in vivo. Elle met en jeu

la capacité du peroxyde d'hydrogéne a oxyder des composes aromatiques en présence de fer :

H20, + Fe** > HO'+ HO- + Fe'*

Le radical hydroxyle a une demi-vie extrémement courte et une capacité a diffuser restreinte.
Il peut réagir avec un certain nombre de molécules comme les lipides organiques en enlevant

ou en ajoutant une molécule d'hydrogéne sur les liaisons insaturées.

Parmi les ROS, les radicaux HO' sont de loin les plus réactifs mais leur demi-vie est trés
courte (10° s). Au contraire, les 02 ~ ont une demi-vie plus longue (qui dépend surtout de la
présence de la SOD) et bien que beaucoup moins réactifs, ils peuvent étre aussi destructeurs

que les HO'.

6.2. Les cibles des deérives actifs de I'oxygene

6.2.1. Les cibles lipidiques

Les acides gras polyinsaturés sont les cibles privilégiées des ROS radicalaires en raison de
leurs hydrogenes bis-allyliques facilement oxydables. Plus l'acide gras est insaturé et plus il
est susceptible d'étre peroxydé, c'est a dire dégrade par un processus oxydant non

enzymatique.

A- La peroxydation non enzymatique (Fig. 11)

Il s'agit d'un enchainement de réactions radicalaires organisées en trois phases successives :
l'initiation, la propagation et la terminaison (Halliwell et Gutteridge, 1989). La phase
d'initiation consiste en la création d'un radical d'acide gras R' a partir d'un acide gras RH par
soustraction d'un atome d'hydrogene (H'). Cette déshydrogénation peut étre provoquée par un
initiateur radicalaire tel que HO' ou HOQ' Le radical lipidique R' subit ensuite un
réarrangement moléculaire pour donner un radical avec une structure de diéne conjugué, plus

stable, qui peut réagir avec une molécule d'0, et former un radical peroxyle (ROO"). Ce



radical est suffisamment réactif pour arracher a nouveau, un R a un acide gras polyinsaturé
voisin, propageant ainsi la réaction. L'hydroperoxyde lipidiqgue (ROOH) formé peut étre
oxydé en présence de Fe** ou Cu' et entrainer la formation d'alcanes et d'aldéhydes. La
réaction en chaine peut étre heureusement interrompue (phase de terminaison) par
I'association de deux radicaux libres et la formation d'un composé stable ou le plus souvent

par la réaction du radical avec une molécule antioxydante.

LH

' e
L}NI-J[J NITIATION

HC*

LOOH

LOO™ LH

Figure 11 : La peroxydation lipidique non enzymatique

B- Les conséquences de la peroxydation lipidique

La peroxydation lipidique spontanée s'avére toujours néfaste. Dans les conditions
physiologiques normales, elle refléte la toxicité de l'oxygene et a plusieurs consequences
(Halliwell et Gutteridge, 1989 ; Kuhn et Borchert, 2002) :

e la presence dun groupement peroxyle perturbe les interactions hydrophobes
lipides/lipides et lipides/protéines, ceci conduit a des altérations structurales des
membranes et des lipoprotéines.

e la fluidité des membranes est diminuée et la perméabilité est augmentée, des enzymes
et des récepteurs membranaires sont susceptibles d'étre inactivés.

e les hydroperoxydes lipidiques sont a leur tour la source de radicaux libres qui peuvent

induire des modifications secondaires des autres membranes et/ou des constituants des

lipoprotéines.



Ceci met en péril l'intégrité des organites et/ou de la cellule et peut conduire a une lyse des

organites comme de la cellule.

La peroxydation lipidique spontanée exerce par ailleurs une toxicité propre liée aux aldéhydes
issus de la dégradation des formes lipoperoxydées instables. Les plus importants
quantitativement sont les 4-hydroxyalkénals. Ce sont des agents allants trés puissants qui
peuvent former des composés d'addition avec les résidus cystéine des protéines et du
glutathion, des bases de Schiff avec les groupements aminés des protéines, des PE et des PS
(Pré, 1991). Les aldéhydes comme le 4-hydroxy-2,3-nonénal (4-HNE) ou le dialdéhyde
malonique (MDA) peuvent former des adduits avec les protéines au niveau des résidus lysine,
histidine ou cystéine, entrainant la formation de bases de Schiff et des pontages intra et inter
moléculaires (Requena et al., 1996). Une cyclooxygénation non enzymatique de l'acide
arachidonique aboutit a la formation de produits particuliers : les isoprostanes. Le dosage de

ces isoprostanes ou du MDA permet généralement d'évaluer la peroxydation lipidique.

La cytotoxicité de la peroxydation lipidique peut étre attribuée aux especes radicalaires qu'elle
génere et aux aldéhydes qui en sont issus par des réactions de coupure. Cependant, le
processus de peroxydation lipidique, lorsqu'il est controlé et restreint a certains compartiments
cellulaires, a des effets bénéfiques pour les cellules et I'organisme entier. C'est le cas du
processus de peroxydation enzymatique, indispensable a l'organisme, qui conduit a la

formation d'eicosanoides tres divers et biologiquement actifs.

6.2.2. Les cibles non lipidiques

La production excessive de radicaux libres est responsable de Iésions directes de molécules
biologiques (oxydation de I'ADN, des protéines, des glucides), mais aussi de lésions
secondaires dues au caractére cytotoxique et mutagéne des produits libérés, notamment lors
de l'oxydation des lipides.

Les acides aminés comme la méthionine, la lysine et les acides aminés aromatiques peuvent
étre oxydés de facon irréversible, ce qui modifie la structure des protéines et peut altérer leur
antigénicité ou leur activité. Les protéines modifiées deviennent généralement plus sensibles a
I'action des protéases et sont donc éliminées. L'oxydation de la cystéine est réversible mais
peut également perturber les fonctions biologiques du glutathion (GSH) ou de certaines

protéines (Davies et al., 1999).



Les ADN nucléaire et mitochondrial constituent une cible cellulaire importante. Les attaques
radicalaires au niveau des désoxyriboses ou des bases puriques et pyrimidiques peuvent
conduire & leur oxydation ainsi qu'a des coupures mono- ou double-brin de I'ADN,
responsables éventuellement de mutations pouvant aboutir & la mort cellulaire (Imlay et Linn,
1988 ; Zastawny et al., 1998). De puissants systémes de réparation (glycosylases,
endonucléases) permettent d'assurer dans la plupart des cas la conservation du génome.

Le glucose peut s'oxyder dans des conditions physiologiques en présence de traces
métalliques en libérant des cétoaldéhydes, H,0, et HO'. Son oxydation entraine la coupure de
protéines et leur glycation par attachement du cétoaldéhyde (Wolff et al., 1989).

3. Les systemes de protection
3.1. Les antioxydants enzymatiques
Une part importante des défenses antioxydantes cellulaires est composée des enzymes

suivantes : les superoxydes dismutases, la catalase et les glutathion peroxydases.

3.1.1. Les superoxyde dismutases
Les superoxydes dismutases ou SOD (EC 1.15.1.1) sont des enzymes ubiquitaires catalysant
la dismutation des anions superoxydes en peroxyde d'hydrogeéne et oxygene moléculaire selon

la réaction suivante :

SOD
20" + 2H" -  H,0, + O,

Ces enzymes acceélérent la vitesse de cette réaction spontanée rendant trés rapide la disparition
du superoxyde mais en genérant le peroxyde d'hydrogéne. Celui-ci est un composé oxydant
mais peut étre ultérieurement catabolisé par la catalase et les glutathion peroxydases. Trois
formes ont été décrites chez les mammiféres (Fridovich, 1995) : la SOD a cuivre/zinc présente
dans le cytoplasme, la SOD a manganese présente dans les mitochondries et une SOD
extracellulaire caractérisée au niveau de la lymphe et du plasma : c'est une SOD a cuivre/zinc.
Elles catalysent la méme réaction mais different par leurs masses moléculaires, leurs
séquences en acides aminés et leurs localisations. Les plagquettes de sujets sains contiennent
environ 5 U de SOD (Blondeau et al., 1987). L'unité enzymatique correspond a la quantité

d'enzyme inhibant 50% de la réduction du ferricytochrome c.

3.1.2. La catalase



La catalase ou CAT (EC 1.11.1.6) est une protéine héminique qui catalyse la transformation

du peroxyde d'hydrogéne en eau et oxygéene moléculaire selon la réaction suivante :

CAT
2 H,0O, — 2H,0 + O,

La catalase se trouve dans les hématies et dans les peroxysomes de nombreux tissus et
cellules. Cette compartimentation I'empéche d'étre un accepteur pour I'H,0, formé dans le
cytosol et les mitochondries. L'activité de la catalase plaquettaire est estimée a environ 2 U
(Blondeau et al., 1987). L'unité étant définie comme la quantité d'enzyme qui décompose

1 pumole de peroxyde d'hydrogene par minute.

3.1.3. Les glutathion peroxydases
Les glutathion peroxydases présentes dans la plupart des tissus de mammiferes, catalysent la
réduction par le glutathion du peroxyde d'hydrogene et de divers hydroperoxydes lipidiques

produits. Les réactions mises en jeu sont les suivantes :

GPx
ROOH + 2 GSH — ROH + GSSG + H,0O

GPx
H,O, + 2GSH — 2 H,0O + GSSG

Plusieurs types de GPx ont été décrits :

Deux GPx intracellulaires, la GPx1 ou cGPx pour I'enzyme cellulaire cytosolique et la GPx4
ou PHGPx « Phospholipid Hydroperoxide Glutathione Peroxidase » spécifique des
hydroperoxydes contenus dans les phospholipides, une GPx plasmatique ou GPx3, une forme

tissulaire spécifique gastro-intestinale ou GPx2.

A l'activité séléno-dépendante, il faut ajouter les GSH-S-transférases, protéines sans sélénium.
Ces protéines possedent une activité GPx vis-a-vis de certains substrats mais difféerent des

GPx par leurs séquences protéiques (Prohaska et Ganther, 1976). Enfin, Ghyselinck et al.



(1990) ont décrit la GPx5 ou MEP 24 « Mouse Epididymal Protein » sécrétée dans
I'épididyme de la souris ; elle a également été identifiée chez I'Homme (Hall et al., 1998).

6.3.2. Les antioxydants non enzymatiques

Certaines substances ont la propriété de piéger et de détruire les espéces oxygénées réactives.
Il s'agit de composés facilement oxydables présents dans le cytoplasme (glutathion, acide
ascorbique) ou dans les membranes cellulaires (a-tocophérol, caroténoides).

A- Les antioxydants liposolubles

Situés essentiellement au niveau des membranes cellulaires et des lipoprotéines plasmatiques
circulantes, ces antioxydants sont capables grdce a leur structure chimique, de réagir
directement avec les ROS et d'inhiber ainsi la peroxydation lipidique. Les principaux

antioxydants liposolubles appartiennent a la famille des tocophérols ou des caroténoides.

La vitamine E désigne sous un terme génerique l'ensemble des différents tocophérols (la
molécule de tocol constituant la structure de base), et des différents tocotriénols. Elle est
constituée d'un noyau 6-chromanol sur lequel est fixée une chaine phytyle entierement
saturee. Les différents tocophérols se distinguent entre eux par le nombre et la situation des
groupements méthyles fixes sur le cycle phenolique. La chaine aliphatique confere a la
vitamine E sa liposolubilité et permet son incorporation dans les membranes cellulaires.
La vitamine E est le principal agent antioxydant des membranes cellulaires en les protégeant
contre les dégradations oxydatives (Burton et Ingold, 1986). Elle bloque la chaine de

propagation en captant les radicaux alkoxyles et peroxyles généres lors de la peroxydation.

Les tocophérols a, 3, y et S détruisent les radicaux peroxyles ROO' et alkoxyles RO' gréace au
groupement hydroxyle de leur cycle aromatique en formant des hydroperoxydes lipidiques et
le radical tocophéryle. Les réactions peuvent étre résumées de la fagcon suivante :
R-OO" + o- TOH — ROOH + a-TO
R-O° + o-TOH — ROH + o-TO

Le radical tocophéryle est peu réactif et n'induit pas de nouvelles réactions radicalaires.
Le tocophérol peut étre régénéré par la vitamine C (Stahl et Sies, 1997), le GSH (Chan et al.,

1991) et l'ubiquinone (Ernster et al., 1992). L' a -tocophérol est I'isomeére le plus abondant et



possede l'activité antioxydante la plus forte (Drevon, 1991) ; d'aprés Burton et Ingold (1986),
l'ordre d'efficacité des tocophérols est la suivante:a>R >y =S.

Quant aux caroténoides, ils forment une grande famille de polyénes conjugués pigmentaires
(famille du caroténe) aux capacités antioxydantes similaires a celles des tocophérols. Grace a
leur longue chaine carbonée, riche en doubles liaisons, ils sont d'excellents piégeurs de
radicaux peroxyles et d'oxygene singulet. Une molécule de caroténoide peut piéger plusieurs

especes radicalaires avant d'étre finalement detruite (Stahl et Sies, 1997).

B- Les antioxydants hydrosolubles

Ce sont de petites molécules qui peuvent piéger directement des especes radicalaires ou
limiter leur formation. La vitamine C et le GSH sont les principaux antioxydants

hydrosolubles du compartiment intracellulaire.

La vitamine C (acide ascorbique), apportée par l'alimentation chez I'Homme, est présente
dans la cellule au niveau du cytoplasme et des lysosomes. Elle peut directement réagir avec
des espéces oxygénées reactives comme HO' ou 02' et former le radical semi-
déshydroascorbate peu réactif, qui est rapidement oxydé en acide déshydroascorbique. La
vitamine C inhibe également la peroxydation lipidique en régénérant la vitamine E.
Cependant, a forte dose et en présence de quantité importante de fer, elle peut devenir
prooxydante.

Les groupements thiols (au sein des résidus cystéines des protéines ou des petits peptides)

dans leur forme réduite peuvent également piéger des radicaux libres.

Les oligo-éléments (Cu, Zn, Se, Mn, Cr) ont aussi des propriétés antioxydantes. Ils servent

notamment de cofacteurs aux enzymes antioxydantes.

6.4. Le glutathion

Le glutathion ou L-y-glutamyl-L-cystéinylglycine (Fig. 12) est un tripeptide dont les
propriétés réductrices et nucléophiles jouent un réle majeur dans la protection contre les
altérations oxydantes des lipides, des protéines et des acides nucléiques. En situation de stress
oxydant, son role protecteur et détoxifiant résulte principalement de sa fonction de cosubstrat
des GPx et des GSH-S-transférases. Mais il fait aussi I'objet d'interactions synergiques avec
d'autres composants du systéme de protection antioxydante tels que la vitamine C, la vitamine

E et les superoxyde dismutases.
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Figure 12 : Structure du glutathion

6.4.1. Genéralités

Le glutathion est présent dans les tissus animaux, dans les plantes et les microorganismes.
Deux pools de glutathion intracellulaire, de demi-vies différentes, ont été mis en évidence
dans le foie : le pool cytosolique est labile tandis que le pool mitochondrial est stable. Dans la
plupart des cellules animales, la concentration de glutathion réduit est comprise entre 0,5 et 10
mM alors que sa concentration plasmatique est 1000 fois plus faible (0,5 a 10 uM) (Gérard-
Monnier et Chaudiere, 1996).

6.4.2. Métabolisme du GSH

Le cycle du y -glutamyl est le cycle de synthése et de dégradation du GSH (fig. 13). Il
impligue de nombreuses réactions enzymatiques (Meister et Anderson, 1983 ; Meister, 1988).
La synthése du GSH est intracellulaire et dépendante de I'ATP. Le GSH est synthétisé par
I'action séquentielle de la y-glutamylcystéine synthétase (ou glutamate-cystéine ligase, EC
6.3.2.2) et de la GSH synthetase (EC 6.3.2.3). La y -glutamylcystéine synthétase est regulée

négativement par le GSH, cette enzyme est I'enzyme limitante de la synthese du GSH.

La dégradation du GSH est extracellulaire et est catalysée par la y -glutamyl transpeptidase
(y-glutamyl transférase, EC 2.3.2.2). Unique enzyme a agir sur la liaison y-peptidique, elle
conduit a la formation de cystéinylglycine (Cys-Gly) ; le clivage en cystéine et glycine peut
étre réalisé par deux enzymes : une dipeptidase et lI'aminopeptidase M (enzymes liées aux
surfaces externes des membranes cellulaires).

La y-glutamyl transpeptidase peut agir sur le GSH, le glutathion oxydé GSSG et les conjugués
du GSH. Cette transpeptidation qui a lieu en présence d'acides aminés, conduit a la formation
de y - glutamyl- aminoacide (y-Glu-aa). La cystine est I'accepteur le plus actif, les acides
aminés neutres comme la méthionine et la glutamine sont également des bons accepteurs. Les
y-glutamyl-aminoacides formés sont transportés a l'intérieur des cellules et, a la différence du
GSH, sont substrats pour la y -glutamyl cyclotransférase (EC 2.3.2.4) qui convertit les y-

glutamyl-aminoacides en 5-oxoproline et en acides aminés libres (an). La 5-oxoproline est



convertie en glutamate par la 5-oxoprolinase (EC 3.5.2.9), enzyme consommant de I'ATP. La
y-glutamyl-cystine peut également étre réduite, pour former a l'intérieur de la cellule la
cystéine et la y-glutamylcystéine qui sont respectivement substrats de la y-glutamylcystéine

synthétase et de la GSH synthétase.

R5P Glucose
Nourriture
contenant
PC du GSH
NADPH + H+ NADP+

GSH-conjugate
1 v

GSH-R GSH
GSH-T exogene

_.—-"'"")
GS-5G ‘7—T 2G5SH +4 {
' 'NO 222 g 'NO GSH
endogéne
GSNO Heme ADP + Pi

H20 + LOH Heme-NO
GSH Synthetase
Vit C
Antioxydants Gly ATP
(vitamine E, C, v-Glu-CySH

caroténoides, - A .
( ubigquinones) Vit E'4< VitE ADP + Pi

on Lo acohoysn
r—/ﬁ Cystéine ATP
sSOD Y,

2H* + 203 H,0,— LOOH Glutamate
NH4"

CytC Oz (. PDG
H:0

0, H,0 + O, Glutamine

Figure 13: Métabolisme du glutathion. Elimination des radicaux libres oxygénés et azotés et
autres especes réactives dans les cellules de mammiferes.

ADP : adénosine triphosphate ; BH4, : (6R)-5,6,7,8-tétrahydro-L-bioptérine ; Carn :
carnosine ; Cat : catalase ; Cit : citrulline ; Cyt C : cytochrome C ; ETS : systeme de transport
des électrons ; Glu : Lglutamate ; Gly : glycine ; y-Glu-CySH : y-glutamyl-cystéine ; GS-SG :
glutahion oxydé ; GSH : glutathion (réduit) ; GSH-Px : glutathione peroxydase ; GSH-R :
glutathione réductase ; GSH-T : glutathione-S-transférase ; GSNO : glutathion nitrosylaté ;
HbO2 : oxyhemoglobine ; Heme-NO : oxyde nitrique dans le groupement heme ; His :
histidine ; LOH : alcool lipidique ; LOO® radical lipidique peroxyl ; LOOH : hydroperoxyde
lipidigue ; °NO : oxyde nitrique ; NO3 - nitrate ; O2 - : anion superoxyde radicalaire ; ONOO-
: peroxynitrite ; PC : cycle pentose ; R°[J: radicalaire ; R : non-radicalaire ; R5P : ribulose 5-
phosphate ; SOD : superoxyde dismutase ; Tau : taurine ; Vit C : vitamine C ; Vit C°[J:
vitamine C radicalaire ; Vit E : vitamine E (a-tocophérol) ; Vit E°: vitamine E radicalaire.



6.4.3. Les fonctions du GSH

Outre le role de réserve et le transport de cystéine, le glutathion est un antioxydant majeur de la cellule,
grace a sa concentration élevée et du fait qu'il est le substrat d'importantes enzymes de défense. Dans
les conditions normales, le glutathion sous forme réduite (GSH) représente entre 90 et 98% du
glutathion total.

4.3.1. Maintien de I'équilibre thiols/disulfures (Wang et Ballatori, 1998)

Le GSH est un agent de défense capital contre les ROS, particulierement dans la mitochondrie qui est un
site majeur pour la synthese de ces especes toxiques (dont le radical anion superoxyde 02' et le
peroxyde d'hydrogéne H,0,). Le maintien du taux de GSH cellulaire est crucial car les mitochondries
ne possédent pas les enzymes nécessaires a sa synthése et importent le GSH cytosolique. La catalase
n'étant présente que dans les peroxysomes, le GSH mitochondrial et les GPx constituent le principal
moyen de défense contre le peroxyde d'hydrogeéne et les autres espéces toxigques. Les GPx catalysent la
réduction d'hydroperoxydes lipidiques (ROOH) en particulier ceux générés au cours du métabolisme
de l'acide arachidonique et des hydroperoxydes de phospholipides (PL-00H) dans le cas de la GPx4.
Les hydroperoxydes sont cytotoxiques et leur réduction enzymatique empéche linitiation de chaines
d'oxydation radicalaires. Ces réactions contribuent a la protection des lipides membranaires et des
protéines contre les especes oxydantes. Au cours de ces réactions, le GSH est oxyde en GSSG qui est,
a son tour, rapidement réduit par la GSSG-reductase. Celle-ci consomme du nicotinamide adénine

dinucléotide phosphate réduit (NADPH). Ces réactions constituent un cycle redox :

Dans des conditions physiologiques normales, la GSSG-réductase assure la conversion du
GSSG et le maintien du glutathion sous sa forme réduite. Un stress oxydant ou la diminution
de l'activité GSSG-réductase peut conduire a une diminution du rapport [GSH] / [GSSG] dans
le cytoplasme. Pour maintenir I'équilibre redox, la cellule peut exporter activement le GSSG
(Sies et Akerboom, 1984). L'exportation de GSSG tend a normaliser ce rapport et protege
ainsi les cellules du stress oxydant. L'efficacité du systeme d'exportation du GSSG et des
conjugués du GSH pourrait étre un facteur modulant la sensibilité des cellules au stress
oxydant (Schafer and Buettner, 2001). On peut souligner que, contrairement aux membranes
plasmiques, la membrane mitochondriale n'a pas la capacité d'excréter le GSSG en situation
de stress oxydant (Olafsdottir et al., 1988).



Le maintien des cystéines a I'état réduit est parfois essentiel pour la conservation de l'activité
enzymatique des protéines. Le GSH est susceptible d'assurer cette fonction en réduisant les

groupements disulfures formés via les thiol-transférases :
thiol-transférases

RS-SR' + GSH > RS-SG+R'SH
RS-SG+GSH «_, RSH+GSSG

Le GSH interagit avec d'autres partenaires antioxydants tels que la vitamine C, la vitamine E
et les superoxyde dismutases. Il est capable de piéger les radicaux libres. En réagissant avec
un radical libre, il s'oxyde et forme finalement une molécule de GSSG :

GSH+R' —— > GS'+RH

GS'+ GS' GSSG

A l'exception des érythrocytes, la plupart des cellules sont munies d'un systeme d'exportation
du GSH. L'exportation du GSH sert de systeme de transport d'acides aminés et permet la
récupération de cystéines susceptibles d'étre reutilisées pour la synthese de GSH. Le GSH
représente une forme de transport et de stockage de la cystéine, acide aminé tres toxique sous
forme libre. Le foie est le seul organe capable d'utiliser le soufre de la méthionine pour
synthétiser la cystéine a partir de la sérine. Le GSH hépatique constitue donc une réserve de
cysteine. Par conséquent, l'excrétion du GSH hépatique dans le plasma controle I'apport de
cysteine aux autres organes et ainsi la synthése de GSH. La régulation du transport hépatique
du GSH a une grande importance physiologique. Il existe néanmoins des sources de cystéine
plasmatique qui peuvent étre utilisées par les tissus extra-hépatiques : en particulier, la cystine
(concentration plasmatique 70 uM) et la cystinylglycine (concentration plasmatique 11 pM)

sont les plus présentes (Gérard-Monnier et Chaudiére, 1996).

4.3.2. Conjugaison a des especes électrophiles et des métaux

Le GSH peut également réagir avec un grand nombre de composeés électrophiles et former des
especes conjuguées. Ces réactions peuvent étre spontanées ou catalysées par les GSH-S-
transférases. Le devenir de ces composés (métabolisme et transport) varie selon la nature de
I'espéce conjuguée au GSH (Jakoby, 1978 ; Wang et Ballatori, 1998) :



(GSH-S-transférase)

Electrophile (E) + GSH ’ 3S-E

Par l'intermédiaire de son groupement thiol, le GSH peut également former des complexes
métalliques via des réactions non enzymatiques (Ballatori, 1994). Par conséquent, le GSH
peut jouer le réle de stockage et de transport au travers des membranes cellulaires d'ions
métalliques :
(GSH-S-transférase)
métal (M) + GSH 5 3s-M

Enfin, de nombreux composés endogenes électrophiles peuvent réagir avec le GSH et former
des adduits. C'est le cas, par exemple, des leucotrienes C4 (Nicholson et al., 1993), des 4-
hydroalkénals (Cadenas et al., 1983). Ces composés peuvent étre cytotoxiques mais peuvent
aussi conduire a la formation d'intermédiaires biologiques essentiels (Wang et Ballatori,
1998).
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1. ELEVAGE

Les animaux utilisés dans notre expérimentation sont des rats blancs males adultes
Ratus ratus de la souche Wistar. Ils proviennent de I’institut pasteur d’Alger et pésent
300+50g chacun. Des leur arrivés, les animaux sont elevés dans des cages de polyéthylene
faciles a nettoyer ; ces derniéres sont tapissées d’une litiére constituée de copeaux de bois
que I’on change tous les 2 jours. En raison de I’extréme susceptibilité de ’animal a toutes
sortes d’agressions, nous avons attaché la plus grande importance a I’environnement et aux
conditions de manipulations journaliéres. Elles ont été réalisées par le méme expérimentateur

pour minimiser 1’état de stress (Ader et Friedman, 1964).

L’aliment distribué¢ se présente sous forme de pellettes, il est commercialisé¢ par I’'UAB.
L’eau de boisson est fournie dans des biberons. La nourriture et ’eau sont fournies ad

libitum, ceci permet de répondre aux besoins de 1’animal.

L’expérimentation a lieu apres une période d’acclimatation de 3 mois pendant laquelle les

rats sont soumis a une température de 20°C a 22°C et une photopériode (12D -12L).

2. ’APPROCHE EXPERIMENTALE

L’ensemble des traitements et des protocoles expérimentaux ont été réalisés en
conformité avec les principes et recommandations de santé animale. (NIH publication No. 85-
23 révisee 1985).

2.1. TRAITEMENTS

2.1.1. Le traitement au méthyle parathion :

Le méthyle parathion (C10H14NO5PS, Sigma-Aldrich, France) (Fig.14) est un
insecticide et un acaricide organophosphoré, dont les propriétés ont été mises en évidence par
Schrader (1946). La dose utilisée dans notre étude se situe suivant les travaux antérieurs pris
comme référence entre 1/6 et 1/15 de la DL50 (DL50 voie orale : 13-30 mg/kg, George et al.,
1992 ; IPCS, 1993 ; INRS, 2007). Chez le rat male adulte, cette dose classiquement utilisée
dans les études de toxicité expérimentale subaigué et chronique se situe entre la DL 50 et la
dose sans effet observable basée sur I’inhibition de l'acétylcholinestérase qui est de 0,1
mg/kg/j (INRS, 2007). Les doses usuelles utilisées varient selon 1’expérimentation de 0.1 a 15

mg /Kg de poids corporelle (Edson et al., 1992 ; Olivier et al., 2001).



La valeur orale utilisée dans notre expérimentation a été estimées par des études dose-
réponse (MPT = 4 mg/kg) (Karanth et al., 2004). Le traitement a été réalisé par gavage de
I’animal a raison de plusieurs prises de 4mg de MPT/Kg de poids vif (1/3 de la DL50) diluée
dans de I’huile d’olive. Les témoins recoivent le méme volume en I’huile d’olive seulement a
savoir 0.5ml. Selon la période de gavage par le MPT : 5, 10 et 20jours ; Trois protocoles ont

été réalisés.
S
(CH_0),FO MO,

Figure 14 : Structure du méthyle parathion

2.1.2. Traitement a la taurine

La taurine est un produit du catabolisme de la cystéine de formule chimique :
NH,CH,CH,SOsH (acide 2-amino-ethane-sulfonique) (Fig.15). Elle est naturellement
présente dans I'ensemble des tissus, mais plus particulierement a concentration elevee dans le
cerveau, la rétine et le myocarde, et exceptionnellement dans les leucocytes et les plaquettes.
Les concentrations les plus élevées sont trouvées dans les PNN ou la taurine peut étre
métabolisée en N- chlotaurine, ce dernier selon Hansen (2001) est un agent anti radicalaire vis

a vis a des espéces carbonylées.

CH»>-SH CH; SOzH CH,SO3H
CH-NH; > CH-NH; » CH2-NH;
COOH COOH

o () ()

Figure 15: Voie de synthése de la taurine (C) A : La cystéine et B : Acide cystique (Hansen,
2001).



Propriétés physiologiques de la taurine :

- Formation des acides biliaires.

- Osmorégulation et contrdle du volume cellulaire.

- Transport d’ions (Na +, Cl -, échange Na + - Ca2+).

- Inhibition de la phosphorylation des protéines.

- Systemes de photo réception (réle dans la vision).

- Lutte anti -radication (via la synthese de N-chlorotaurine).
- Neutralisation de composés réactifs carbonylés.

- Développement tissulaire périnatal.

Le traitement consiste a administrer quotidiennement la taurine per os diluée dans I’eau de
boisson a raison de 0.2% (Chang et Kwon, 2000 ; Chang, 2002) pendant 10 jours.

2.1.3. Traitement a la vitamine E

La vitamine E (Fig.16) est une vitamine liposoluble qui existe sous différentes formes
chimiques. Le composé le plus actif est l'alpha tocophérol mais il a besoin des autres
composes pour agir correctement. Elle se trouve dans tous nos tissus. Cependant I'nypophyse
et la surrénale en contiennent deux cent fois plus que les autres organes.
Les membranes de nos cellules sont faites d'acides gras polyinsaturés, ceux-ci s'oxydent en
présence de radicaux libres. La vitamine E est un antioxydant. Elle protége les tissus contre
les dommages de l'oxydation en  neutralisant  ces  radicaux libres.
Elle fonctionne de pair avec les autres antioxydants tels que les vitamines C et A et le

sélénium. Un excés ou un manque de I'un d'eux peut diminuer les propriétés de l'autre.

La vitamine E aurait démontré ses effets bénéfiques dans la prévention des maladies
cardiovasculaires : elle aurait un effet hypocholestérolémiant, antihypertenseur et anti
radicalaire (Martin, 2005). Le r6le protecteur de la vitamine E « per se » a été nuancé par la

suite par les travaux de divers auteurs (Thomas et Stocker, 2000).



HO, =~ Iﬁ CH, CH CH
‘:‘-hv Hﬂfwﬁh/J‘\/‘xﬁ’J\w%/lHMCH
1 CH;
CH Vitamine E ou Tocophémol

Figure 16 : Structure chimique de la vitamine E
Cette vitamine a des effets multiples :

- Un rble général dantioxydant (protection de certains éléments nécessaires au
fonctionnement des cellules de I'organisme, contre leur oxydation). Elle protege par exemple
les acides gras essentiels, ainsi que la vitamine C et la vitamine A, de l'oxydation.
- Elle agit au niveau des globules rouges en évitant leur fragilité excessive et leur destruction
(hémolyse).

- Elle agit au niveau des plaquettes sanguines en évitant leur agrégation excessive (risque de
thrombose).

- Elle agit aussi au niveau de divers enzymes.

- A forte dose elle a une action intéressante sur le cholestérol : elle augmente le "bon

cholestérol" et diminue le "mauvais cholestérol".

- Elle aurait un effet préventif sur les maladies cardio-vasculaires.

La vitamine E (Sigma Aldrich, France) a été administré quotidiennement pendant 10 jours par
injection intra-péritonéale (i.p.) de 0,5 ml a raison de 150 mg de vitamine E/kg de PV, dans

une solution d'éthanol 1% diluée dans du liquide physiologique.

2.1.4. Traitement a la yohimbine :

La yohimbine (Cz1H26N203) (Fig. 17) est un antagoniste a2 adréno-récepteur central et
périphérique (Bannister et Mathias, 1988); c’est un alcaloide extrait de 1’écorce du
Pausinystalia Yohimba utilisé en Afrique Equatoriale, comme stimulant nerveux capable de

retarder le sommeil et surtout comme aphrodisiaque. Ce produit naturel est connu sous le nom



de Yohimbine (yohimbine houdé). Ce médicament a les capacités de dilater les vaisseaux et
fait partie de la famille des sympatholytiques (alpha bloquant) (Le Corre et al., 2004).

Figure 17 : Structure chimique de la yohimbine

La yohimbine a été administré quotidiennement par voie intra péritonéal a raison de
1.5mg/kg PV dans une solution saline pendant 10jours. Cette dose de yohimbine a été choisi
suite aux résultats des travaux de (Pellow et al., 1985 ; Pich et Samanin 1989 ; Park et al.,
2001) qui ont montré que cette dose peut déclencher des troubles anxieux chez les animaux

témoins.

2.1.5. Le stress de contention

Le stress de contention consiste a immobiliser les rats dans un dispositif de contention
sous forme d’une bouteille ouverte des deux cotés qu’on ferme avec un bouchon aprés avoir
introduit ’animal a I’intérieure. Ce dispositif empéche tout mouvement de I’animal pendant

une période précise 5 ou 30min.

2.1.6. Canulation carotidienne

Les animaux, aprés avoir été anesthésiés au Rompun/ imalgéne- i.m, subissent une incision
d’un centimétre au niveau du cou afin de dégager la carotide qui sera relié a un cathéter,
aprés sa mise en place ce dernier sera traité avec du sérum physiologique hépariné pour

empécher toute formation de caillot sanguin.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Le+Corre+P%22%5BAuthor%5D

2.1.7. Prélevements sanguins :

Les prélevements sanguins ont été réalisés en fonction des différents protocoles de
travail soit par sacrifice des animaux (Aubert et al., 1980), soit par prélevement sur les
cathéters. Le sang est collecté dans des tubes héparinés sous glace et d’emblée centrifugé a
5000 tours / minute pendant 15 minutes. Le plasma obtenu est aliquoté dans des tubes
eppendorf puis conservé au congélateur a une température de - 20°C pour les dosages de la

corticostérone, d’insuline, TSH, thyroxine, glucose, Cholestérol et triglycérides.
2.1.8. Prélevements des organes

Apres sacrifice, I’animal est fixé en décubitus dorsal sur une plaque en licge ;
une incision est pratiquée de I’orifice uro-génital jusqu’au cou pour le prélevement du
foie et des glandes surrénales. Tandis que pour le cerveau, I’animal est fixé en position
ventral, I’os de la face cranienne est 6t¢ pour pouvoir y accéder.

Les organes sont prélevés a ’aide d’une pince fine sous glace. Ils sont broyés
dans du tampon phosphate saccharose (pH = 7.5) puis centrifugé et le surnageant est
conservé a -20°C pour les dosages au niveau du foie du glutathion réduit (GSH),
de la glutathion S-transférase (GST), de I’ AchE (hépatique et cérébrale).

2.1.9. Analyse statistique des résultats :

Les resultats expérimentaux sont exprimés sous forme de moyenne + écart-type
(m £ s). La comparaison entre les moyennes est réalisée a l'aide du test T de Student. La
significativité des résultats est estimée par une analyse de variance a un ou deux criteres de
classification (ANOVA). La différence entre les groupes expérimentaux est considérée

comme significative pour p <0,05.



1°® PARTIE

L’objectif visé dans cette premiere partie est la confirmation de I’hypothése relative a I’effet
inhibiteur des organophosphorés (méthyle parathion) sur I’activité de 1’acétylcholinestérase et
ses répercussions sur les modifications de 1’axe corticotrope, et la possibilité¢ d’interférer avec

I’induction des perturbations psychologiques.

Pour cela nous avons utilisé le protocole suivant :

> 1% Protocole : Traitement au méthyle parathion suivie d’un stress de contention.

e Les animaux sont répartis en trois lots (T , MPT1,MPT2) (n=8), les animaux du lot
témoin recoivent quotidiennement 0.5ml de 1’huile d’olive pendant 05jours , ceux du
deuxiéme et troisiéme lot sont gavés avec 0.5ml de MPT dilué dans de I’huile
d’olive a une dose de 4mg/kg de poids vif pendant une session de 5j ou bien pendant

deux session avec un intervalle d’une semaine.

e Le sixiéme jour (18°™), les animaux des deux lots subissent une intervention
chirurgicale pour installer un cathéter intra-vasculaire (carotide) afin de pouvoir
effectuer des prélévements sanguins sans stresser 1’animal.

9éme

e Le septieme (19°™) jour deux prélevements sanguins ont été réalisés, un le matin et

I’autre en fin d’aprés midi.

e Le huitiéme (20°™) jour, aprés un prélévement sanguin a (t0), les animaux subissent
un stress de contention (bouteille) pendant 30minutes ; au cours duquel deux
prélevements sanguins sont réalisés a (t15) et (t30minutes).

Ils sont par la suite replacés dans leur cage individuelle dans I’attente de la réalisation

d’autres prélevements a 60, 120, 180 min et 24 heures.



Décapitation et

Sortie de la bouteille

Mise en bouteille

prélevement

des organes

11h00

10h30

10h00

T-60min T-120min T-180min T24h

T-30min

T-15min

T-Omin

Préelevements sanguins
Figure 18 : Protocole expérimentale du stress de contention chez les rats témoins et gavés au
MPT



Lot Témoin Lot traité MPT 1

(n=8)

et MPT2 (n=8)

Gavage a I’huile Gavage au méthyle
d’olive pendant 05 j a parathion (4mg/kg
raison de 0.5ml /j PV) pendant (1s, 2s)

Canulation carotidienne

l

Prélevements du sang
(01 le matin/ et 01 le soir)

U

Stress de contention de
30minute

T

Prélevements du sang Apres 24heure, décapitation et

(0, 15, 30, 60, 120, 180min et 24h)

préléevement des organes

Dosage de la corticostérone Cerveau : dosage Poids des glandes

de ’AchE

surrénales

Figure 19 : 1°*" Protocole : Traitement au méthyle parathion suivie d’un stress de

contention.



2°Me PARTIE

Dans cette deuxiéme partie, nous voulons vérifier I’hypothése suivante : Peut-on considérer le
méthyle parathion comme déclencheur d’un stress oxydant ?

Pour cela nous avons appliqué des protocoles expérimentaux qui vont nous permettre de
suivre I’impact de ce xénobiotique (MPT) sur certains paramétres homéostasiques :
hormonaux (TSH, T4, insuline), enzymatiques (AChE, GST), biochimiques (GSH) et
métaboliques (glucose, triglycérides, cholestérol). Les paramétres mesurés seront comparés a
quelques paramétres obtenus suite a un stress oxydant provoqué par un autre modéle qui est le

stress de contention.

> 1% protocole : Traitement au le méthyle parathion.

Les animaux (rats males) sont répartis en trois lots de huit animaux chacun : un lot
gavé au MPT a raison de 4mg/kg de poids vif dilu¢ dans I’huile d’olive, un lot stressé qui
subit une contention de 5min (un jour sur deux) pendant 10jours et un lot témoin gave
seulement a I’huile d’olive.

Les animaux traités regoivent 0.5ml de MPT pendant 10jours a raison d’un jour sur
deux. Les témoins regoivent 0.5ml de I’huile d’olive a la méme heure et pendant la méme
période.

Les prélévements sanguins ont été effectués par sacrifice de ’animal qui sera ensuite
disséqué pour prélevement du foie. Le sang recueillit servira pour le dosage de la TSH, la T4,
I’insuline et des paramétres métaboliques, le glucose, les triglycérides et le cholestérol.

Le foie, prélevé apres dissection, est broyé dans du tampon phosphate et le surnageant servira
pour les dosages de GSH, la GST et I’AchE.

- Témoin (T)
- MPT

- Stress de contention (Sc)



Lot Témoin
(n=8)

Lot traité au
MPT (n=8)

Gavage a I’huile d’olive
(0.5ml)
1 jour sur 2 pendant 10j

v

Gavage au méthyle
parathion (0.5ml)

1 jour sur 2 pendant 10 j
a une dose de 4mg/kg de
PV

Lot Stress de
Contention
(n=8)

Stress de contention de

~_

5min, 01j sur 02
pendant 10j

- J b

PRELEVEMENTS
PRELEVEMENT PRELEVEMENT PRELEVEMENT PRELEVEMENT
DU SANG DU FOIE DU SANG DU FOIE
Paramatres Parameétres
hormonaty - biochimiques : Parametres
' % Glucose 5 i .

& TSH . - - métaboliques :

o T4 % Triglycérides % Glucose

& Insuline : v <> Triglycé,rides

Biomarqueurs du % Cholestérol v

Figure 20 : 1*

stress oxydant :
% AChE
% GST
% GSH

Biomarqeurs du
stress oxydant :

protocole : Traitement au méthyle parathion



> 2°™ Protocole :

L’application de ce peme protocole va nous permettre de suivre I’action de la taurine et
de la vitamine E au cours d’un état de stress oxydant provoqué par le MPT.
Pour cela, les différents paramétres dosés au cours de cette expérimentation sont : le

GSH, la GST, le glucose, les triglycérides et le cholestérol.

» Un lot témoin qui recoit 0.5ml de I’huile d’olive

> Un lot gavé au MPT (4mg/kg de PV) a qui on administre quotidiennement par voie
orale de la taurine per 0s a raison de 2mg/I dans 1’eau de boisson pendant 10jours.

» Un lot gavé au MPT (4mg/kg de PV) qui recoit quotidiennement par voie intra
péritoneale de la vitamine E a raison de 150mg/kg PV, diluée dans 1I’éthanol, pendant
10jours.

Apres la période de traitement, les prélévements sanguins ont été effectués et 1’animal est

sacrifié, disséqué et son foie prélevé.

Le sang est destiné pour les dosages de glucose, des triglycérides et de cholestérol ; Le foie a
servi aux dosages de GSH et la GST.

-Témoin« T »
- MPT + taurine «MPT+ Ta »

- MPT + yohimbine « MPT+Vit E »



Lot Témoin
(n=8)

Gavage a I’huile
d’olive pendant 10j
a raison de 0.5ml /j

~~

/

PRELEVEMENT DU SANG

l

Lot traité au
MPT+ Ta
(n=8)

Gavage au MPT
(4mg/kg de PV)+ Ta
(2%) dans ’eau de
boisson pendant 10j

Parameétres métaboliques :
% Glucose
% Triglycérides
% Cholesteérol

~~

PRELEVEMENTS

Lot traité au
MPT+VIitE
(n=8)

Gavage au MPT
(4mg/kg de PV)+
VitE (150mg/kg

PV) pendant 10j

~

N

PRELEVEMENT DU FOIE

l

Bio marqueurs du stress
oxydant :

% GST

% GSH

Figure 21 : 2°™ protocole: Traitement & la taurine et a la vitamine E




> 3°" Protocole:

Ce 3éme protocole expérimental va nous permettre de suivre 1’effet de la yohimbine
(antagoniste des récepteurs o2-adrénergique) lors d’un stress oxydant induit par un
xénobiotique (méthyle parathion) ou une contention.

Les différents parametres dosés au cours de cette expérimentation sont : le GSH, la GST, le
glucose, les triglycérides et le cholestérol.

> Un lot témoin.

> Un lot gavé au MPT (4 mg/kg de PV) qui recoit quotidiennement une injection intra
péritonéale a raison de 1.5mg/kg de yohimbine pendant 10jours.

» Un lot stressé (contention) qui recoit quotidiennement une injection intra péritonéale

de 1.5mg/kg de yohimbine pendant 10jours.

Aprés sacrifices des animaux, le sang est prélevé pour les dosages des parametres
métaboliques, le glucose, les triglycérides, le cholestérol et le foie pour les dosages de la GSH
et la GST.

- Témoin« T »
- MPT+ yohimbine (MPT+Yoh)

- Stress de contention + yohimbine (Sc +Yoh)



Lot Témoin

(n=8)

Gavage a I’huile
d’olive pendant 10j
a raison de
0.5ml /j

~

Lot gavé traité
ala yohimbine
(n=8)

Lot stressé
traité a la
vohimbine

Gavage au méthyle
parathion (4mg/kg)
+ 0,5ml Yohimbine
(i.p) (1,5mg/kg PV)
pdt 10 j

Stress de contention
de (5mn/j pdt 10j) +
0.5ml Yohimbine
(1,5mg/kg) pdt 10j

.

< b

PRELEVEMENTS

PRELEVEMENT DU SANG

l

Parameétres métaboliques :
% Glucose
% Triglycérides
% Cholestérol

PRELEVEMENT DU FOIE

Biomarqeurs du stress
oxydant :

% GST

% GSH

Figure 22 : 3°™ protocole : Traitement & la yohimbine



3. LES DOSAGES DES PARAMETRES HORMONAUX, ENZYMATIQUES ET
BIOCHIMIQUES

3.1. Dosage des hormones par Electro-chimio-luminescence (ECLIA)

3.1.1. Dosage de la TSH, T4

La thyréostimuline (TSH) et la thyroxine ont été quantifiées par électro-chimio-
luminescence. Il s’agit d’un test automatisé sur le systéme ELECSYS permettant la mesure
quantitative des hormones dans le sérum ou le plasma. Le principe du dosage associe la
méthode immunologique (Sandwich) a une détection en luminescence qui repose sur
I'utilisation de deux anticorps monoclonaux, un anticorps de capture conjugué a la biotine et

an anticorps traceur lié au ruthénium un marqueur luminescent (Fig. 23).

Etapes du dosage

1¥®incubation : une prise d’essai de 10 pul est mise en présence de I’anticorps antihormone
(TSH, T4) marqué a la biotine et de I’anticorps marqué au ruthénium. Il se forme un

“’Sandwich’’ entre I’hormone et les deux anticorps.

2%incubation : les microparticules tapissées de straptavidine sont ajoutées dans la cuvette
réactionnelle. Le complexe immunologique est fixé a la phase solide par une liaison

straptavidine-biotine.

Le meélange réactionnel est transféré dans la cellule de mesure, les microparticules sont
maintenues au niveau de 1’¢lectrode par un aimant. L’¢limination de la fraction libre est

effectuée par le passage dans une solution de lavage.

Une différence de potentiel appliquée a 1’électrode déclenche la production de luminescence

qui est mesurée par un photomultiplicateur.

Les résultats sont obtenus a I’aide d’une courbe de référence mémorisée. Le réajustement de

la courbe par I’appareil est effectué¢ a I’aide de deux solutions de calibration CalSet.



3.1.2. Dosage de l’insuline

Le dosage de I'insuline a été effectué par la méme méthode déja décrite électro-chimio-
luminescence (ECLIA) adapté aux dosages immunologiques sur les analyseurs Elecsys 1010

selon Keffer (1996).

L’ECLIA permet la détermination quantitative in vitro de I’insuline dans le sérum et le

plasma en utilisant des réactifs qui sont présentés dans le tableau ci dessous.

Tableau 2: Réactif utilisés dans le dosage de I’insuline par le test ECLIA et leurs

concentrations.

ruthénium 1,2mg/I ; tampon phosphate 100mmol/I ;

pH=7,2 conservateurs.

Etiquetage Nature des réactifs Présentation

M Micro particule tapissées de Streptavidine : 1 flacon

Micro particule tapissées de Streptavidine 12ml

0,71mg/ml, capacité de liaison : 470mg biotine/mg
de particule ; Conservateur.

R1 Anticorps monoclonaux de souris anti-insuline 1 flacon

marqué a la biotine 20mg/ml, tampon phosphate 14ml

100mmol/l ; pH=7.2
Conservateur.

R2 Anticorps anti-INS-Ru (bpy) 2/3 1 flacon

Anticorps monoclonaux (souris) anti INS marqué au 12ml
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Figure 23 : Dosage Immuno-Enzymatique Par Electro-chimio-luminecence ECLIA.



3.2. Dosage de la corticostérone par Radio-Immuno-Assay (RIA)

La corticostérone est dosée par « radioimmunoassay » avec le kit de dosage Diasorin CA-
1529.

* Principe :

La trousse Gamma Coat (1125) Cortisol permet le dosage du cortisol par une méthode
radio immunologique par compétition. Les étalons et échantillons sont incubés avec le
marqueur cortisol dans des tubes revétus d’anticorps. Les anticorps sont immobilisés sur la
paroi interne du fond du tube. Aprés incubation, le contenu du tube est aspiré ou décanté et le
tube est compté.

Une courbe d’étalonnage est réalisée avec 6 étalons sériques dont les concentrations
connues varient entre 0 et 60 pg/dl. Les valeurs des échantillons a déterminer sont calculées a
partir de la courbe d’étalon.

Réactifs fournis dans la trousse :

Réactifs Quantité
Marqueur (1'*°) 500ml
Etalon A iml
Etalon B1 iml
Etalon C iml
Etalon D iml
Etalon E iml
Etalon F iml
Tubes revétus de sérum anti-cortisol de lapin 500
Tampon PBS 500ml

+ Mode opératoire :
Etape 1
v' Amener tous les réactifs a température ambiante et les mélanger doucement afin
d’éviter la formation de mousse.

v" Numéroter et compléter les tubes comme indiqué dans le tableau :



Tableau 3 : Les réactifs utilisés dans le dosage de la corticostérone par Radio-lmmuno-Assay
(RIA)

Tubes Réactifs 1(10pl) Réactif 2(1ul)

T, totaux Tampon marqueur Tampon marqueur
A, BO Blanc sérique cortisol -

B Etalon sérique cortisol, 1pg/dl -

C Etalon sérique cortisol, 3ug/dl -

D Etalon sérique cortisol, 10ug/dI -

E Etalon sérique cortisol, 25ug/dl -

F Etalon sérique cortisol, 60ug/dI -

Echantillons Echantillons -

v' Agiter les tubes doucement au vortex et incuber 45 minutes au bain marie a 37°C.
Etape 2

v" Eliminer le surnageant par aspiration a ’aide d’une trompe a vide.
Etape 3:

v" Rincer le culot avec 1 ml de PBS 1X,

v’ agiter doucement au vortex,

v’ centrifuger pendant 15 min a 2500-3000 tr/min, a température ambiante.

v’ Eliminer le surnageant par aspiration avec une trompe a vide
Etape 4

v" Placer les tubes dans la cassette portant le numéro du protocole prédéfini convenable

en respectant I’ordre décrit dans le « tube display »

v Mesurer la radioactivité du culot pendant 2 minutes.

3.3. Les dosages enzymatiques et biochimiques :

3.3.1. Dosage de I’acétylcholinestérase (AChE) au niveau hépatique.

Le dosage a été réalisé selon la méthode de Knedel et Bottger (1967).

+ Principe

Réaction cinétique a 405nm




Cholinestérase

Butyrythiocholine+H20

[

Thiocholine + Dithio-bis-nitrobenzoate —

+ Mode opératoire

thiocholine +butyrate

nitro-2-mercapto-5-benzoate

Réactif 1:Phosphate tampon 50mmol/L
Solution tampon : pH=7,7
Réactif 2 : 5,5DNTB 0 ,25mmol/L
Tablettes: Burythiocholine 7mmol/L

-Dissoudre une tablette (R.2) dans une fiole de tampon réactif (R.1)

- La stabilité de réactif fonctionnel est de 2 heures a 2-8°C.

Procédure

Longueur d’onde..............ccooovvinnnnn. 405nm
Température ............cccovveennnnnnn. 25/30/37°C
Cuvette.....ooovvvviiiiieannn. Icm de largeur

Ajustement z€ro.................. air ou eau distillé

Température

25/30°C

37°C

Réactif fonctionnel

3,0mL

3,0mL

Echantillon

20pL

Echantillon dil. 1:2

Avec solution saline

20pL

Les DO sont mesurées a 30, 60,90 secondes.



4 Calcule de la concentration

DO (90) — DO (60)

Calcul AE /30sec =

DO (30)
A 25-30°C AE /30 sec X 22710 =U/L
A 37°C AE/30 sec X 45420 = U/L

3.3.2. Dosage de I’acétylcholinestérase (AChE) au niveau cérébrale.

+ Principe
La méthode utilisée est celle décrite par Ellman et al., (1961). C’est une méthode
colorimétrique dont le principe est le suivant : I’acétylcholinestérase catalyse 1’hydrolyse d’un
ester de choline (Acétylthiocholine : ASCh). La thiocholine libérée réagit avec le 5,5’-dithio-
bis 2-nitrobenzoate (DTNB) pour former le 5-thio-2-nitrobenzoate (TNB), produit de couleur
jaunatre. L’intensité de coloration est proportionnelle a la quantité d’enzyme présente dans le

milieu. La réaction peut se schematiser ainsi :

AChE
ASCh + H20 — » SCh +Acide acétique

SCh +DTNB —» TCh-TNB + TNB

+ Mode opératoire
Dans les cuves sont introduits :
- 900pl de tampon TRIS100Mm, pH 7.5
- 50ul du réactif DTNB (0.008M)
- 50pl du surnageant contenant I’enzyme

- 50pl d’acétylthiocholine 8.25Mm, déclenchant la réaction enzymatique.



Les cuves ont été incubées a 25°C et la densité optique a été suivie a 412nm pendant 25min.
Pour mesurer I’hydrolyse spontanée du substrat, 1’échantillon a été¢ remplacé par un volume
équivalent du tampon afin de mesurer la variation de I’absorbance en absence de 1’enzyme.

+ Calcul de la concentration

L’activité AChE peut étre calculée selon I’équation suivante :

A DO/mn x1000

Activité (umol/mn mg prt) =
exXVXp

DO/mn: Variation de densité optique par minute.
V : Volume de I’échantillon en ml
P : mg de protéine/ml.

e: Coefficient d’extinction molaire de 1’acétylcholinestérase égal a 13.6 Mm-1.cm-1.

3.4. Préparation de ’homogénat

Un fragment de tissu (hépatique ou cérébral) (500 mg) est broyé¢ manuellement a I’aide
d’un mortier (broyage mécanique se déroulant a basse température). Aprés broyage, 4ml du
tampon phosphate de sodium (pH =6,5 ; M=0,1) sont ajoutés dans le tube de tissu mou. Ce
mélange est ensuite broye par ultrason pendant 2 minutes a une basse température.

Par la suite, ’homogénat obtenu est centrifugé a 5000 tours/minute pendant 15 minutes ; le
surnageant est récupéré afin de servir aux dosages des protéines totales, du glutathion, de

I’activité de la GST ou de I’acétylcholinestérase.

3.5. Dosage des protéines totales :

+ Principe

Les ions cuivriques, dans un milieu alcalin, interagissent avec les liaisons peptidiques

des protéines formant un complexe coloré (Weichselbaum, 1946 ; Gornall et al., 1949).



+ Mode opératoire

Tableau 4 : protocole utilisé pour le dosage de protéines totales

Dosage Etalon Blanc
Homogénat 0.02ml | s e
Etalon | - 0.02ml | -
Chlorure de sodium 1.0ml 1.0ml 1.0ml
Biuret 1.0ml 1.0ml 1.0ml

Mélangé et incuber pendant 10min a 25°C. Les absorbances sont lues contre le blanc a
550nm

4 Calcul de la concentration

DO Dosage

Protéines g/l = X n (n valeur de I’étalon = 60g/1)
DO Etalon

3.6. Dosage du glutathion hépatique

Le glutathion (8-glutamyl-cyctéinyl-glycine) est un tripeptide constitué d’acide glutamique,
cystéine et de glucine. Le GSH est requis pour l’activit¢ de plusieurs enzymes, dont il
participe avec la glutathion réductase a [’établissement de ponts disulfures dans de
nombreuses protéines et dans des hormones polypeptidiques et prend part au métabolisme des
xénobiotiques. Présent dans la majorité des tissus, le glutathion joue un réle principal dans la
réduction de tout peroxyde organique et non organique, en présence de la glutathion
peroxydase (GPX). Ainsi , il intervient dans les réactions de neutralisation des maladies

intermédiaires toxiques produites par la méthylation de quelques médicaments, hormones,



électrolytes et des matiéres étrangéres du corps en présence de la glutathion S —transférase

(GST), et par conséquent dans 1’élimination de leur toxicité .

+ Principe :

Le principe de ce dosage repose sur la mesure de ’absorbance optique de 1’acide 2-
nitro5-mercapturique, ce dernier résulte de la réduction de 1’acide 5,5’-dithio-bis-2-
nitrobenzoique (réactif d’Ellman) par les groupements (-SH) du glutathion. Le glutathion
hépatique est dosé selon la méthode de Weckbeker et Coy, (1988) en utilisant le
spectrophotometre.

+ Mode opératoire :

200 mg de foie congelé sont broyés dans une solution d'EDTA a 0.02M, le melange
obtenu est ensuite précipité en prélevant 0,8ml de ce dernier auquel on ajoute 0,2ml d’une
solution d’acide sulfosalycilique a 0,25% (SAA). Le mélange obtenu est mis 15 mn au
congelateur puis centrifugé pendant 5mn a 1000tr/mn. Le surnageant recolté est utilisé pour
doser le GSH. Le dosage se fait comme suit : 1ml de Tampon tris Hcl a 0.4 M et 0.025ml de
DNTB (Acide 5-5 dithio bis 2 nitrobenzoique) a 0.01M sont ajoutés a 0.5ml du surnageant et
le tout est laissé pendant 5min pour la stabilisation de la couleur. La mesure de I’absorbance

est obtenue a une longueur d’onde de 412nm. La concentration est calculée par la formule

DO x 1x 1,525
= nmol GSH /mg de protéines

GSH =
13100 x 0,8 x 0,5 mg protéines

3.7. Dosage de ’activité des GSTs :

Les glutathion S-transférases représentent une famille d’enzymes multifonctionnelles
essentiellement cytosoliques, impliquées dans diverses opérations de transports de
biosynthéses intracellulaires (Poonkuzhali et al., 2001). Les GSTs représentent une
importante famille enzymatique dont la fonction est de conjuguer le glutathion réduit (GSH)
a des composés ¢électrophiles par formation d’un pont thioéther. Les produits sont ensuite
métabolisés en acides mer-capturiques puis excrétés dans les déchets liquides (bile, urine). La

fonction des GSTs, la plus étudiée en ce qui concerne la prévention de la pollution dans



I’environnement, demeure leur propriété de catalyser des réactions de conjugaison entre un
peptide, le glutathion, et des macromolécules comme les acides nucléiques (ARN, ADN). De
ce fait, la conjugaison du glutathion avec certains substrats représente une étape dans la
formation de composés moins toxiques et plus hydrosolubles que les molécules de départ
(Chatterjee et al., 1984).

+ Principe :

La mesure de I’activité des GSTs consiste a fournir a ’enzyme un substrat en géneral
du chlorodinitrobenzéne (CDNB), qui réagit facilement avec de nombreuses formes de GST
et du glutathion. La réaction de conjugaison de ces deux produits entraine la formation d’une
molécule nouvelle qui absorbe la lumiere a 340 nm de longueur d’onde. Il est possible de
quantifier cette absorption au moyen d’un spectrophotométre et la valeur de la densité
optique mesurée a 340 nm est directement proportionnelle a la quantité de conjugué formée,
elle méme liée a I’intensité de I’activité GST (Habig et al., 1984) . Les mesures de ’activité
GST globale ont éte réalisées en utilisant le CDNB (1-Chloro, 2,4-Dinitro Benzéne ) qui est
un substrat des différentes iso enzymes de la GST , ce qui permet la mesure globale des
activités GSTs ( Stein et al., 1998 ).

+ Mode opératoire GSTs :

La méthode utilisée dans cette étude pour doser les GSTs est celle de Habig et al.,
(1984) ; celle-ci consiste a faire agir les GSTs contenues dans le cytosol sur un mélange
GSH+ CDNB a 37 °C et a pH 6,5. La variation de la densité optique, due a I’apparition du

complexe GSH-CDNB, est mesurée pendant 1mn a 340 nm.



Tableau 5: Protocole utilisé pour le dosage de I’activité GST

Réactifs Blanc (uL) Essai (uL)
Tampon phosphate pH = 6,5 850 830
CDNB (20 mM) 50 50
GSH (100mM) 100 100
Homogénat 0 20

Le protocole du dosage se realise dans des cuves en quartz. Ces cuves ont été incubées a
37°C durant la manipulation. La valeur de la densité optique correspondant au blanc
(conjugaison spontanée du substrat) a été ensuite retranchée a la valeur de chaque essai afin
de mesurer la variation due uniquement a I’activité de ’enzyme. Sachant que le coefficient

d’extinction du GSH-CDNB, 0 est de 9.6 Mm™. Cm™.

DO/mn - DO/mn Blanc

Activité GST (umol/min/mg prot) =
9.6 X mg de protéines

3.8. Dosages enzymo-colorimétriques

3.8.1. Le glucose plasmatique

Le dosage du glucose plasmatique a été effectué par la méthode de glucose
oxydase selon Trinder (1969). Le glucose est oxydé en acide gluconique et 1’eau
oxygéné libérée, réagit sous 1’action d’une peroxydase avec le phénol et 1’amino-4-
phénasone, pour former le quinonéimine qui est un complexe coloré en rose, I’intensité

de la coloration étant proportionnelle a la concentration du glucose dans 1’échantillon.



+ Mode opératoire :

Dans des tubes a essai ; pipeter :

Dosage Etalon Blanc
plasma woul | e e
Etalon | --ee—- woul | e
Réactif enzymatique 1.0ml 1.0m 1.0ml

On mélange a I’aide d’un agitateur et on laisse incuber pendant 10 minutes a 37°. La lecture
de la densité optique (DO) se fait a 505 nm contre le blanc réactif. La coloration est stable

pendant 30 minutes a 1’abri de la lumicre.

4 Calcul de la concentration :

La concentration du glucose plasmatique est calculée par la formule suivante :

Do dosage
[Glucose] g/ | = -----mmmmmmmmmme oo X n (n: valeur de I’étalon = 1g/1)

Do étalon

3.8.2. Les triglycérides plasmatiques

Les triglycérides sont enzymatiquement hydrolysés en glycérol et en acides gras libres par la
lipoprotéine-lipase. Le glycérol sous 1’effet de la glycérol kinase forme le glycérol — 3-
phosphate qui est oxydé en H,O, selon les quatre réactions suivantes (Young et Pestaner,
1975) :



LPL

Triglycérides + H,O glycérol + acide gras

v

GK

v

Glycerol + ATP glycerol - 3 phosphate + ADP

GPO

Glycérol -3 P + O, Dihydroxyacetone — P + H,0».

v

H202 + 4-ATP + P chlorophénol quinoneimine + H,O

—_

+ Mode opératoire (dans des tubes a essai ; pipeter) :

Dosage Etalon Blanc
Plasma 0p | e e
Etalon | - o | e
Réactif enzymatique 1.0ml 1.0m 1.0ml

On mélange a I’aide d’un agitateur et on laisse incuber10 minutes a 37°. La lecture de la
densité optique « DO » est effectuée a 546 nm contre le blanc réactif. La coloration est stable

pendant 60 minutes a 1’abri de la lumicre.

4 Calcul de la concentration

La concentration des triglycérides plasmatiques est calculée de la maniére suivante :

DO dosage
TG mg/dl= X n (n = valeur de I’étalon 200 mg / dl)

DO étalon



3.8.3. Le cholestérol plasmatique

Le cholestérol et ses esters sont libérés a partir des lipoprotéines par les détergents. La
cholestérol estérase hydrolyse les esters et le peroxyde d’hydrogéne (H,0,) est formé dans la
réaction d’oxydation enzymatique du cholestérol sous I’action de la cholestérol oxydase, ce
dernier réagit avec le phénol pour produire le quinonéimine selon les réactions ci-dessous
(Thomas et Labor, 1992).

Cholestérol ester + H,O  Cholestérol > Cholestérol + acide gras
Estérase
Cholestérol +0; Cholestérol R Cholestérol 3-n + H,0,
Oxydase
2H,0 + phénol + 4.amino antipyrine »  4H,0 + Quinonéimine
Peroxydase

+ Mode opératoire

Blanc réactif Etalon Dosage
Etalon - 10ul -
Echantillon - - 10ul
Réactif Iml Iml 1mi

On mélange a I’aide d’un vortex et on laisse incuber pendant dix minutes a 37°.0n lit la
densité optique DO a 546 nm contre le blanc réactif. La coloration est stable pendant trente

minutes a ’abri de la lumiére.



4 Calcul de la concentration

La concentration du cholestérol plasmatique est obtenue par la formule suivante :

Do dosage

[Cholestérol] mga = x n (n: valeur de I’étalon = 200 mg/ dl)

Do étalon



(Résultats



1°® PARTIE

1- Effet du méthyle parathion sur les teneurs de la corticostérone plasmatique :

A la fin des deux modes expérimentaux (une session (5j) et deux sessions (20j) de gavage des
rats a ’insecticide organophosphoré le méthyle parathion) et avant le stress de contention,
les résultats montrent que le rythme circadien de cette hormone est tres net chez les
témoins avec une valeur basale normale (t0) avant le stress de contention qui augmente
significativement aprés la contention de 30min (t1, p<0,001; t2, p= 0,0006). Il persiste
geme

jusqu'a la 6 minute (t3), puis perd son amplitude (t4, p=0,006) jusqu'au retour aux valeurs

normales aprés une journée (t6, p=0,0012) (Tab. 6, Fig. 24).

Cette réactivité de I’axe corticotrope vis —a —Vvis du stress MPT apparait considérablement
modifiée chez les animaux traités. Les animaux ayant subi une session de gavage (MPT1),
présentent déja une réponse élevee (t0, MPT vs T, p=0,0028), cette réponse est encore plus
accentuée pendant la contention jusqu’a la 15éme minutes sans toutefois atteindre les pics
notés chez les témoins (t2, T vs MPT, p=0,045), (t3, T vs MPT, p=0,015). Cette valeur
persistera sans changement significative a la fin de la contention et jusqu'a la 120°™ minute
(t4) (c.a.d 02 heures apres) puis elle chute (t5, p=0,0007) pour revenir a la valeur initial apres

une journée (t6, p=0,0006).

Concernant les rats gavés en deux session de MPT(MPT?2), les valeurs initiales sont basse,
comparées a celles des témoins (t0, T vs MPT2, p=3,688 (t’)) et au MPT1 (t0, MPT2 vs
Oéme

MPT1, p<0,0001). Elles évoluent pendant la contention jusqu’a la 3 minute (t2,

p=0,035)(t2, T vs MPT2, p=0,005), ou elles commencent a perdre significativement leur
importance a partir de la 60°™
groupes( t4, T vs MPT2, p=0,013) (t4, MPT1 vs MPT2, p=0,0003)(t5, p=0,0007)(t5, T vs
MPT2, p=0,0005)(t5, MPT1 vs MPT2, p=0,014) jusqu’a atteindre les valeurs initiales (t6,

p=0,0006)(t6, T vs MPT2, p=3,054(t")) (t6, MPT1 vs MPT2, p=0,0013).

minute(t3, T vs MPT2, p=0,002) par rapport aux deux autres

Donc on remarque une diminution significative des valeurs de corticostérone en conségquence

de la conjugaison des deux types de stress (Tab. 6, Fig. 24).



Tableau 6 : Variation des teneurs de la Corticostérone plasmatique (ng/ml) chez les rats

males témoins et gavés au MPT (MPT1 : une session de gavage, MPT2 : deux session de

gavage) (n=8)

Temps Témoin MPT 1 MPT 2
Om (t0) 135,00 + 56,00 218,00 + 31,00 ** 57,00 £ 21,00 ** b
15m (t1) 474,00 + 32,00 (d) 493,00 + 67,00 (d) 454,00 + 68,00 (d)
30m (t2) 590,00 + 63,00 (d) 510,00 + 83,00 * 499,00 + 46,00 **
60m (t3) 604,00 + 113,00 479,00 + 62,00 * 409,00 £ 90,00 ** (c)
120m (t4) | 442,00 85,00 (d) 477,00 + 51,00 343,00+ 51,00* b
180m (t5) 404,00 + 86,00 326,00 + 78,00 (d) 235,00 + 50,00 ** a (d)
1J (t6) 206,00 + 103,00 (d) 174,00 £ 50,00 (d) 91,00 £ 27,00 ** b (d)

*:Tvs MPT : p<0,05;**: T vs MPT : p< 0,001

a: MPT1 vs MPT2 : p< 0,05 ; b: MPT1 vs MPT2: p< 0,001

(c) : p< 0,05 ; (d): p< 0,001 (cinétique par groupe)

corticostérone plasmatique
(ng/ml)

800 -

700 A
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Figure 24 : Variation des teneurs de la corticostérone plasmatique (ng/ml) chez les animaux
témoins (T) et gavés au MPT (MPT1 : une session de gavage, MPT2 : deux session de

gavage).



2- Effet du méthyle parathion sur les teneurs de I’acétylcholinestérase au niveau du

cerveau

Les rats gavés au méthyle parathion pendant une période de 5 jours et ayant ensuite subit un
stress de contention, présente une diminution de la teneur de 1’acétylcholinestérase au niveau
du cerveau (Tab. 7, Fig. 25).

L’analyse statistique a montré que cette différence est significative par rapport aux témoins

stressés (T Vs MPT, p=5,694 « t’ »).

Tableau 7 : Variation des teneurs en acétylcholinestérase (umol/mn mg de prt) chez les rats
males témoins et gavés au MPT (n=8).

Lots Témoin MPT
Aceétylcholinestérase
(umol/mn mg de prt) 17,611 £ 3,651 09,595 + 01,589**
25 -

S

15 A

**

10 A

acétylcholinestérase( pmol/mn mg de prt)

Témoin MPT
Lots

Figure 25 : Variation des teneurs en acétylcholinestérase (umol/mn mg de prt) chez les

animaux témoins (T) et gavés au MPT.




3- Effets du méthyle parathion sur le poids corporel et les glandes surrénales

Les animaux gavés au MPT montrent une diminution de la croissance qui se manifeste par
I’absence de prise de poids comparés aux témoins (Tab. 8).

Une comparaison par paire (test de Student-Neuman-Keuls) a fait apparaitre des différences
significatives (T.can Vs MPT.can; T.arr Vs T.can; T.can Vs T.fin; p<0,001) (T.fin Vs
MPT .fin, p=0,005). Ceci montre une croissance significative des sujets témoins qui n’est pas
enregistrés chez les sujets MPT.

Tableau 8 : Variation des poids corporel (g) chez les rats males témoins et gavés au MPT
(n=8).

Poids Arrivée Cannulation Fin
Témoin 240,000 + 4,655 280,000 + 3,651 253,500 + 7,108
MPT 237,500 + 3,407 239,375 + 3,053 227,625 + 5,940

L’analyse de la variance a un seul critére de classification (ANOVA) a montré une différence
significative entre les différents groupes (F=13,923, P<0,001).
L’analyse de la variance a deux critéres de classification a montré un effet groupe et un effet

temps et une interaction groupe/temps significative (p<0,001)

F P
Effet groupe 21,041 <0,001
Effet temps 16,970 <0,001

Effets groupe x temps 11,651 <0,001




Nous avons constaté aussi que les rats soumis au MPT présentent une augmentation du poids
des glandes surrénales (Tab. 9). L’analyse statistique montre que cette augmentation est
significative entre le groupe témoin et les deux groupes traités(T Vs MPT1, p=3,917(t’) ; T
Vs MPT2, p=0,0013). La différence est aussi significatives entre les deux groupes traités a
des périodes différentes (MPT1 Vs MPT2, p=0,0013).

Tableau 9 : Variation des poids des glandes surrénales (mg) chez les rats méales témoins et
gavés au MPT (MPT1 : une session de gavage, MPT2 : deux session de gavage). (n=8).

Poids Témoin MPT 1 MPT 2

Poids des glandes 31,800 + 0,990 36,175 + 3,000* 41,205 + 1,689*a

surrénales (mg)

*:T vs MPT : p<0,05

a:MPT1vs MPT2 : p< 0,05

2" PARTIE

I/ 1- Effet du méthyle parathion sur les teneurs de I’acétylcholinestérase au niveau du
foie :

Les résultats obtenus montrent que I’insecticide organophosphoré le méthyle parathion
appliqué par gavage pendant une période de 10jours induit une diminution de la teneur en
acétylcholinestérase (Tab.10, Fig. 26). L’analyse statistique a montré que cette diminution est

significative par rapport aux témoins (T vs MPT, p<0.001).

2-Effet du méthyle parathion sur les teneurs en TSH et en T4:

Chez les rats gavés au MPT, les concentrations en TSH et en T4 montrent une
augmentation significative (Tab.10, Fig. 26) par rapport aux teneurs relevés chez les témoins
(T vs MPT, p=0.017) (T vs MPT, p=0).




Tableau 10: Variation des teneurs en acétylcholinestérase en TSH et en T4 chez les rats

males témoins et gavés au MPT (n=8).

Lots

TSH
(ng/ml)

T4
(pmol/l)

Acétylcholinestérase
Ul/L

Temoin (T)

05.40 £ 01.54

13.22 +02.10

1590.46 + 71.92

MPT

08.84 + 00.52*

15.21 + 00.01**

1007.40 £ 182.61**

**:Tvs MPT (p <0.001) ;
*. Tvs MPT (p< 0.05)
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Figure 26: Variation des teneurs en acétylcholinestérase en UI/L (A), en TSH en ng/mli(B) et

en T4 en pmol/l (C) chez les animaux témoins (T) et gavés au MPT.



3- Effet du méthyle parathion sur les bio marqueurs du stress oxydatif :

Les teneurs du glutathion hépatique GSH et de I’activité enzymatique de la GST sont
constatées apreés la période du traitement au MPT (Tab.11, Fig. 27). En effet apres analyse
statistique, Il apparait que par rapport aux rats témoins, les rats gavés au MPT présentent une
diminution significative des taux de GSH (T vs MPT, p< 0.001) associée a une augmentation
significative de I’activité¢ de la GST (T vs MPT, p=0.047).

Tableau 11: Variation des teneurs en GSH et de D’activité de la GST chez les rats males

témoins et gavés au MPT (n=8).

Lots GSH GST
nmol/mg de protéine nmol/min/mg de protéine
. 128.61 + 1.69
Témoin (T
n (M 39.04 + 01.36

202.51 £7.13*
MPT 19.70 £ 00.78**

**:Tvs MPT (p<0.001); *: Tvs MPT (p<0.05)
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Figure 27: Variation de la teneur en GSH en nmol/mg de protéine (A), et de D’activité de la

GST en nmol /min/mg de protéine (B) chez les rats males témoins (T) et gavés au MPT.

4- Effet du méthyle parathion sur le métabolisme glucidique et lipidique :

Le métabolisme glucidique est perturbé chez les animaux gavés au MPT (Tab.12, Fig.
28) et ceci est reflété par une augmentation significative de la concentration en glucose dans
le sang (T vs MPT, p<0.001) associ¢e d’une diminution significative de la concentration en

insuline dans le sang (T vs MPT, p<0.001).

En ce qui concerne le métabolisme lipidique (Tab.13, Fig. 29), il se caractérise chez
les rats traités au MPT par une augmentation significative de la concentration en cholestérol
(T vs MPT, p=0.0333) et en triglycérides (T vs MPT, p=0.002) par rapport aux témoins.



Tableau 12 : Variation des taux du glucose et de I’insuline
gavés au MPT (n=8).

chez les rats méales témoins et

Glucose Insuline
Lots (mg/dl) (LUL/ml)
Témoin (T)
122.00 £ 03.00 60.00 £ 05.70
MPT 153.00 £ 05.00** 22.80 + 05.20**

**: T vs MPT (p<0.001)
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Figure 28 : Variation des taux du glucose en mg/dl (A) et de l’insuline en pU/ml

plasmatiques (B) chez des animaux témoins (T) et gaves au MPT.

Tableau 13: Variation des teneurs en triglycérides et en cholestérol sanguins chez les rats

males témoins et gavés au MPT (n=8).

Triglycérides Cholesterol
Lots (mg/dl) (mg/dl)
Témoin (T)
125 £+ 05 77+08
MPT 152 + 09** 89 + 09*

**:Tvs MPT (p <0.001)
*. Tvs MPT (p< 0.05)
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Figure 29: Variation des teneurs en triglycérides et en cholestérol sanguins en mg/dl chez des
animaux témoins (T) et gavés au MPT.

5- Effet du stress de contention sur le systéme de detoxification :

Chez les rats ayant subi un stress de contention, la teneur en GSH et plus basse que
celle relevé chez les témoins (Tab.14, Fig. 30).

L’analyse statistique révele I’existence de différence tres significative entre les teneurs
en GSH des rats soumis au stress de contention et celles des rats témoins (T vs Sc, p<0.001).

En ce qui concerne I’activité GST, elle est ¢levé chez les rats stressés par rapport a

celle des rats témoins (T vs Sc, p=0.0077).



Tableau 14 : Variation de la teneur en GSH et de Pactivité de la GST chez les rats males

témoins et stressés (n=8).

Lots GSH GST
nmol/mg de protéine Nmol/min/mg de protéine

o 128.61 + 1.69
Temoin (T) 39.04 £ 01.36

Stress de contention 142.08 £ 06.22**

34.77 + 01.81**

**:Scvs T (p<0.001)
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Figure 30: Variation de la teneur en GSH en nmol/mg de protéine et de I’activité de la GST

en nmol/min/mg de protéine chez les animaux témoins et stressés

6- Effet du stress de contention sur le métabolisme glucidique et lipidique :

Chez les rats soumis au stress de contention, les concentrations de glucose et des
triglycérides ne montrent pas de différence significative par rapport a celui des témoins
(Tab.15, Fig. 31).

Quant au cholestérol, les concentrations relevées montrent des différences

significatives entre les rats témoins et les rats stressés par contention (T vs Sc, p=0.0062).



Tableau 15 : Variation des concentrations en glucose, triglycérides et cholestérol sanguins
chez les rats méles témoins et stressés (n=8).

Lots Glucose Triglycérides Cholestérol
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
Témoin (T)
122 + 03 125 + 05 77 £08
Stress de contention
124 + 05 118 £ 06 93 £ 08**

**: Scvs T (p<0.001)

O Glucose (mg/dl)
M Triglycérides (mg/dl)
Cholestérol (mg/dl)

150 -

100

mg/dl

50

T Sc
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Figure 31 : Variation des concentrations en glucose, triglycérides et cholestérol sanguins

chez les animaux témoins(T) et stresses (Sc)

11/ 1- Effet de supplément en taurine et en vitamine E sur le systeme de détoxification
chez les animaux traités au MPT :

Le MPT induit une diminution significative de la teneur en GSH et une augmentation
de lactivité GST par rapport aux témoins. En revanche, le traitement des rats gavés au MPT

par la taurine a raison de 0.2% pendant toute la période du gavage a rétablie la teneur en GSH
et ’activité de la GST (Tab.16, Fig. 32).



L’analyse statistique montre que la teneur en GSH chez les animaux gavés au MPT et
traités a la taurine s’accroit significativement par rapport a celle relevée chez les rats gavés
seulement au MPT (MPT+Ta vs MPT, p<0.0001). L’analyse statistique montre 1’absence de
différence significative entre témoins et traités MPT+taurine. En ce qui concerne le traitement
a I’aide de vitamine E, les résultats montrent une diminution de la teneur en GSH des animaux
traités comparativement aux témoins (p<0.0001).

Quant a I’activité de la GST chez animaux gavés au MPT et traités a la taurine, cette
derniere baisse significativement par rapport a celles notée chez les rats gavés seulement au
MPT (MPT+Ta vs MPT, p<0.0001). L’activit¢ de la GST ne montre pas de différence
significative entre le lot témoins et celui gavé au MPT et traité a la taurine (Tab.16, Fig. 32).
En revanche, cette diminution est significative pour les animaux traités a la vitamine E

comparativement méme aux témoins (p=0.0067).

Tableau 16: Variation de la teneur en GSH et D’activité de la GST chez les rats males

témoins, traités au MPT, au MPT + Taurine et au MPT + vitamine E (n=8).

Lots GSH GST
nmol/mg de protéine nmol/min/mg de protéine
Témoin (T) 128.61 £ 01.69
39.04 £ 01.36
MPT 202.51 £07.13
19.70 £ 00.78
MPT+Ta
39.67 £ 01.81** 128.09 + 04.48**
MPT+VitE
18.96 + 00.45** 59.94 + 15.71**

** MPT vs MPT+Ta (p<0.001);  ** MPT vs MPT+VitE (p<0.001)
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Figure 32 : Variation de la teneur en GSH en nmol/mg de protéine(A) et I’activité de la GST
en nmol/min/mg de protéine (B) chez les animaux témoins, traités MPT , au MPT + Taurine
et MPT+vitE.



2- Effet de supplément en taurine et en vitamine E sur le métabolisme glucidique et
lipidique chez les animaux traités au MPT :

Chez les rats traités au MPT, il est relevé une augmentation dans le sang des teneurs
en glucose, en triglycéride et en cholestérol. Mais en revanche, I’administration de la taurine
ou de la vitamine E a des rats gavés au MPT est a 1’origine de la baisse des teneurs en
glucose, triglycéride et cholestérol.

L’analyse statistique montre une différence significative entre les teneurs en glucose,
triglycérides et cholestérol chez les rats gavés au MPT et ceux gavés au MPT et traités a la
taurine (MPT vs MPT+Ta, les « p » sont respectivement : p<0.0001, p=0.0007, p=0.0168).

Nous notons toutefois que ces trois parameétres ne montrent pas de différences
significative entre les rats témoins et ceux gavés au MPT et traités a la taurine. Par contre
cette différence est significatives (Tab.17, Fig. 33) chez les rats traités a la vitamine E, en ce
qui concerne les deux parametres glucose et triglycérides (T vs MPT+VitE. les p sont
respectivement : p=0.0084, p=0.067).

Tableau 17 : Variation des concentrations en glucose, triglycérides et cholestérol sanguins

chez les rats males témoins, traités au MPT, au MPT + Taurine et au MPT+vit E (n=8).

Lots Triglycerides Cholesteérol
Glucose
(mg/dl) (mg/dl)
(mg/dl)
Témoin (T)
122,00 + 03,00 125,00 + 05,00 77,00 + 08,00
MPT
153,00 + 05,00 152,00 + 09,00 89,00 + 09,00
MPT+Ta 119,00 + 08,00** 128,00 £ 07,00** 76,00 £ 03,00*
MPT+VitE 98.90 + 16.00** 98.00 + 15.70* 83.60+ 09.10

** MPT vs MPT+Ta (p<0.001), *: MPT vs MPT+Ta (p<0.05)
**: MPT vs MPT+VIitE (p<0.001), * : MPT vs MPT+VitE (p<0.05)
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Figure 33: Variation des concentrations en glucose, triglycérides et cholestérol sanguins en
mg/dl chez les animaux témoins, traités au MPT, MPT + Ta et MPT +VitE.

Une comparaison entre les différents groupes (T, MPT, S, MPT+Ta, MPT+VIitE) par
une analyse de la variance ANOVA a un critere de classification montre une différence

significative entre les différents parametres (p<0,001) :

F P
Glucose 70,005 <0,001
Cholestérol 9,137 <0,001
Triglycérides 26,044 <0,001
GST 157,984 <0,001
GSH 231,224 <0,001




111/ 1- Effet d’un bloquant a2-adrénergique « la yohimbine » durant un stress oxydatif

(MPT et stress de contention) sur le systéme de détoxification :

Chez les rats gavés au MPT et traités a la yohimbine, nous relevons des teneurs en
GSH nettement plus élevés que celles relevés chez les rats témoins et les rats traités au MPT.

L’analyse statistique (Tab.18, Fig. 34) révele I’existence de différences significatives
des teneurs en GSH respectivement chez les rats traités au MPT (MPT+Yoh vs MPT,
p<0.0001) et chez les rats témoins (MPT+Yoh vs T, p<0.0001).

Chez les rats ayant subi un stress de contention, nous notons par ailleurs, que
I’administration de yohimbine fait augmenter la teneur en GSH par rapport a celles relevées

chez les rats soumis au stress de contention.

L’analyse statistique (Tab.19, Fig. 35) révele que les teneurs en GSH montrent des
différences significatives entre les rats stressés et traités a la yohimbine et les rats témoins
(Sc+Yoh vs T, p=0.0198) et méme avec ceux seulement soumis au stress de contention
(Sc+Yoh vs Sc, p=0.0297).

En ce qui concerne I’activité de la GST (Tab.18, Fig. 34) des rats gavés au MPT et
traités a la yohimbine, elle est augmenté par rapport a celle relevée chez les témoins
(MPT+Yoh vs T, p=0.0154) ; mais elle reste cependant inférieure a celle enregistrée chez les
rats traités au MPT (MPT+Yoh vs MPT, p<0.0001).

L’analyse statistique fait apparaitre des différences significatives entre ’activité de la

GST des rats traités au MPT +yohimbine et celle des rats traités par seulement le MPT.

Par ailleurs, I’administration de la yohimbine a des rats stressés par contention fait
baisser I’activité de la GST significativement (Tab.19, Fig.35) par rapport aux rats témoins

(Sc+Yoh vs T, p=0.0057) et traités (Sc+Yoh vs Sc, p<0.0001).



Tableau 18 : Variation de la teneur en GSH et de activité de la GST chez les rats males
témoins, traité au MPT et au MPT+ Yohimbine (n=8).

Lots GSH GST
nmol/mg de protéine nmol/min/mg de protéine
Témoin (T) 128.61 + 01.69
39.04 + 01.36
MPT 202.51 + 07.13
19.70 £ 00.78
MPT+Yoh 50.06 + 2.01**a 151.8 £ 05.19**b

** MPT vs MPT+Yoh (p<0.001),
a:MPT+Yoh vsT, (p<0.001),
b: MPT+Yoh vs T, (p<0.01)
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Figure 34 : Variation de la teneur en GSH en nmol/mg de protéine (A) et de I’activité de la

GST en nmol/min/mg de protéine (B) chez les animaux témoins, traités au MPT et au MPT+

Yohimbine.

Tableau 19 : Variation de la teneur en GSH et de I’activité de la GST chez les rats males

témoins, stressés et traités a la Yohimbine (n=8).

GSH GST
Lots nmol/mg de protéine nmol/min/mg de protéine
Témoin (T) 128.61 + 1.69
39.04 + 01.36
Stress de contention 142.08 +06.22
34.77 +£01.81
Stress + yohimbine 37.00 + 01.21 *° 104.68 + 06.75 ***

** . Sc+Yohvs T (p<0.001), *: Sc+Yohvs T (p<0.05),
a: Sct+Yoh vs Sc (p<0.001), b: Sc+Yoh vs Sc (p<0.05)



41 ~
40 ~

39 - T
38 -
37 -
36 -
35 -
34 -
33
32 -
31 T - T

Lots

GSH (nmol/mg de protéine)

(A)

160
140 -
120 -
100 -
80 -
60 -
40 -
20 ~

protéine)

GST (nmol/min/mg de

T Sc Sc+Yoh

(B)

Figure 35 : Variation de la teneur en GSH en nmol/mg de protéine et de I’activité de la GST

en nmol/min/mg de protéine chez les animaux témoins, stressés et traités a la Yohimbine.



2- Effet d’un bloquant o2-adrénergique « la yohimbine » durant un stress oxydatif

(MPT et stress de contention) sur le métabolisme glucidique et lipidique :

Chez les rats gavés au MPT et traités a la yohimbine, la concentration en glucose,
triglycérides et cholestérol montrent une nette augmentation par rapport a celles relevées chez

les rats traités au MPT et les rats témoins.

En ce qui concerne les concentrations en glucose 1’analyse statistique (Tab. 20, Fig.
36) montre I’existence de différences significatives entre les rats traités et les rats témoins.
(MPT+Yoh vs T, p<0.0001; MPT+Yoh vs MPT, p=0.0001).

Quant aux teneurs en triglycérides, 1’analyse statistique (Tab. 20, Fig. 36) montre
I’existence de différences significatives entre les rats traités et les rats témoins. (MPT+Yoh vs
T, p<0.0001 ; MPT+Yoh vs MPT, p=0.0371).

Les teneurs en cholestérol relevées, (Tab. 20, Fig. 36) montrent une différence
significative entre celles chez les rats gavés au MPT et traités a la yohimbine et celles des rats
témoins. (MPT+Yoh vs T, p=0.0466).

Chez les rats soumis au stress de contention et traités a la yohimbine, les
concentrations en glucose (Tab. 21, Fig. 37) montrent des différences significatives par

rapport a celles des rats stressés (Sc+Yoh vs Sc, p=0.008) et témoins (Sc+Yoh vs T, p=0.002).

Les concentrations en triglycérides (Tab. 21, Fig. 37) chez les rats stresses et traités a
la yohimbine montrent une différence significative par rapport a celles des rats stressés par
contention (Sc+Yoh vs Sc, p=0.0156).

Quant au cholestérol, les concentrations relevées (Tab. 21, Fig. 37) montrent une
différence significative entre les rats stresses et traités a la yohimbine et ceux stressés par
contention (Sc+Yoh vs Sc, p=0.0014).



Tableau 20 : Variation des concentrations en glucose, triglycérides et cholestérol sanguins

chez les rats méles témoins, traité au MPT et au MPT+ Yohimbine (n=8).

Lots Glucose Triglycerides Cholesterol
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
Témoin (T)
122 + 03 125 + 05 77 £ 08
MPT
153 £ 05 152 £ 09 89 £ 09
MPT+Yoh 183 + 08*** 162 + 05 *° 91 +11°

**: MPT+Yoh vs MPT (p<0.001),
*: MPT+Yoh vs MPT (p<0.05),

a: MPT+Yoh vs T, (p<0.001)
b: MPT+Yoh vs T, (p<0.05)

250 ~

200 +

150 -

mg/dl

100 -

50 -

O Glucose (g/1)
B Triglycérides (g/l)
Cholestérol (g/1)

MPT MPT+Yoh Lots

Figure 36: Variation des concentrations en glucose, triglycérides et cholestérol sanguins

chez les animaux témoins, traités au MPT et au MPT+ Yohimbine.




Tableau 21: Variation des concentrations en glucose, triglycérides et cholestérol sanguins

chez les rats méles témoins, stressés et traités a la Yohimbine (n=8).

Glucose Triglycerides Cholesterol
Lots (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
Témoin (T)
122 + 03 125 + 05 77 £ 08
Stress de contention
124 + 05 118 + 06 93+08
Stress.C + yohimbine 140 + 06 **? 128 + 06" 72 +08°2

**: Sc+Yoh vs T (p<0.001),
a: Sc+Yoh vs Sc (p<0.001), b: Sc+Yoh vs Sc ( p<0.05)

O Glucose (g/l)
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Figure 37 : Variation des concentrations en glucose, triglycérides et cholestérol sanguins chez

les animaux témoins, stressés et traités a la Yohimbine.




SDfscussion



1- Effet du méthyle parathion surles variations de I’acétylcholinestérase et la

corticostérone :

La plus récente littérature étudiée tend a lier les expositions environnementales

induisant le stress oxydant avec les maladies neurodegénératives et le vieillissement. Un
meécanisme d'action commun est trouvé avec les métaux, mais en incluant d'autres facteurs de
risque environnementales pour les maladies dégénératives relatives a I'age, telles que des
pesticides, implique la production du ROS. L'exposition aux agents environnementaux peut
mener aux concentrations significatives de ces composés dans le cerveau nécessaire pour
produire une attaque oxydante. (Migliorea et Coppede, 2009) Quelques tissus,
particulierement le cerveau, sont beaucoup plus vulnérable au stress oxydant en raison de leur
consommation accrue de l'oxygéne et la génération conséquente des grands nombres de ROS.
Dailleurs, les atteintes oxydantes sont fortement appropriées dans le cerveau parce que,
comparé a d'autres tissus ils contiennent une activité inférieure des enzymes antioxydantes
telles que le glutathion peroxydase et la catalase, et sont riches en acides gras polyinsaturés
qui sont fortement susceptibles de la peroxydation lipidique. Le cerveau est également riche
en métaux, tels que le fer qui peut agir en tant que catalyseur efficace pour la formation de
ROS (Mariani et al., 2005).
Des recherches précédentes ont étudies les effets du stress, associé a des perturbations
endocrines, métaboliques et immunitaires avec le systeme nerveux central (CNS), l'axe
hypotalamo-hypophyso-surrénalien (HHS) et le systeme nerveux autonome. (Chrousos et
Gold, 1992 ; Stratakis et Chrousos, 1995). Les perturbations résultantes peuvent varier en
raison du type, de l'intensité et de la durée d'un stress particulier, la différence de Sex Ratio du
sujet d'expérience, aussi bien que la période de la mesure d'un parametre particulier (Ayensu
et al., 1995; Dhabhar et al., 1997; Kusnekov et Rabin, 1994; Muscat et Willner, 1992; Willner
et al., 1987).

1.1. Effet du méthyle parathion sur les concentrations de ’acétylcholinestérase

Nos résultats obtenus montrent que 1’insecticide organophosphoré méthyle parathion
induit une diminution de I’acétylcholinestérase dans le cerveau et le foie. Des résultats
similaires ont été enregistrés dans le cadre des travaux précédents. L’interaction des deux
insecticides organophosphorés le chlorpyrifos et le méthyle parathion chez des rats adultes
provoque une inhibition de I’acétylcholinestérase (Karanth et al., 2004). De plus les travaux

de Bajgar et al. (2007) ont mis en évidence une non uniformité de I’inhibition de I’ AchE dans



les différentes structures du cerveau (amygdale, thalamus, hypothalamus, hippocampe et le
septum dorsal) suite a une neurotoxité au soman chez les rats. Ceci suggere que certaine
structure du cerveau sont plus sensibles aux xenobiotiques que d'autres. Sunanda et al., (2000)
ont montré que le stress de contention induit une altération des amines biogenes associé & une
inhibition de I’activité AchE au niveau de I’hippocampe. D’aprés les résultats obtenus, le
stress cognitif (contention) et non cognitif (MPT) agissent de la méme maniére sur I’activité

de I’AchE en I’inhibant mais pas avec la méme intensité.

La similitude dans les symptdmes a suggéré que des mécanismes communs puissent étre
impliqués dans le PTSD et les réponses danti- AChE. Un choix fortement variable de
symptomes neuropsychiatriques et physiques est caractéristique de ce qui a été défini chez
I'hnomme en tant que désordre de stress post-traumatique (PTSD) (Sapolsky, 1997). Ce
syndrome inclut la détérioration cognitive retardée, la dépression, l'irritabilite, les déficits
persistants dans la mémoire a court terme et méme la réduction du volume d’hippocampe
(McEwen, 1997). La contrainte psychologique aigué de la nage forcée perturbe la barriere
hémato-méningée chez les souris, qui conduit a la pénétration efficace des anti- AChEs dans
le cerveau. L'inhibition conséquente du AChE facilite une élévation des niveaux d'ACh et
induit une cascade de reponses transcriptionel de c-Fos qui dépendent de l'accumulation
intracellulaire de Ca2+ (Kaufer et al., 1998 ; Friedman et al.,1996). Ces réponses impliquent
en plus «le locus cholinergique » (Erickson et al., 1994), ou d'autres génes sont localisés
responsable de la synthése et I'empaquetage d'ACh dans des vésicules. L’expression de ces
genes est réprimée en méme temps que 1’expression de I’AChE est augmentée. Tous ces
événements induisent la diminution des niveaux d’ACh. La diminution d'ACh, observée in
Vivo et dans des tranches de cerveau, supprime ainsi la neurotransmission cholinergique. Ceci
est accompagné des changements énergiques des propriétés neurophysiologiques et
neuroanatomique considérées étre associé a la mémoire.

Dans de nombreuses études sur des animaux, la suppression de la potentialisation a long
terme, le perfectionnement de la dépression a long terme, et les changements de la
morphologie de dendrite sont tous observés aprés une exposition aux anti- cholinestérases
(Magarinos et al., 1996).

1.2. Effet du méthyle parathion sur les variations de la corticostérone
Des rats males adultes ont été soumis au stress conjugué incluant de composant

chroniques (gavage au MPT) suivie de composant aigu (stress de contention). Le composant



chronique consiste & une session de 5jours (MPT1) ou bien deux sessions avec un intervalle
d’une semaine (MPT2) ou les rats étaient gaves quotidiennement a une dose de 4mg/kg de
poids vif de méthyle parathion. Le composant aigu est une 1 session de 30 minute de stress de
contention (immobilisation). Nous avons constaté que les rats témoins soumis a un stress
aigu, présente une augmentation de I’activité de la corticostérone et ceci est du au stress de
contention, les MPT1 montre une réponse élevé a t0, méme si elle n’est pas significative, peut
étre du au temps ou a la dose administré. Apres le stress de contention, on enregistre des
élévations a t2 sans toutefois atteindre les mémes valeurs des témoins, et ceci persistera
pendant 2heures pour commencer a baisser et retourner aux valeurs initiales. Pour les MPT2,
les valeurs t0 sont significativement inférieur, ce qui montre 1’effet prolongé (20j) du
traitement au MPT comparativement a seulement 5j de gavage et aux témoins. Pendant la
contention les valeurs augmentent de la méme amplitude que les MPT1, mais une fois le
stress aigu acheveé, une chute significative est enregistrée comparativement aux deux autres
groupes. Parallelement, le traitement au MPT réduit le taux de croissance, augmente le poids

des glandes surrénales.

Les facteurs de force éthologique appropriés, tels que I'exposition au prédateur, produisent des
augmentations des comportements liés au stress et de la corticostérone plasmatique. Il a été
aussi démontré que I'accoutumance se produit moins avec I'exposition répétée a un predateur
qu'avec l'exposition répétee a d'autres facteurs de stress tels que la contention (Plata-Salaman
et al., 2000). Les niveaux de Corticostérone étaient sensiblement élevés juste apres les 10
minutes d'exposition au furet et ont atteint un maximum aux 15 minutes apres arrét
d'exposition de furet. A la 120°™ minute, les valeurs de corticostérone n'étaient pas
sensiblement différentes des niveaux des témoins (Roseboom et al., 2007). Il a été démontré
que I'exposition a lI'odeur d'un furet augmentent les niveaux de la corticostérone de rat (Masini

et al., 2005, 2006).

Un stress chronique imprévisible d’une période de 14 jours (Chappell et al., 1986; Katz,
1981) a montré une augmentation permanentes de corticostérone (Lopez et al., 1998).
Cependant, I'exposition a un autre modele chronique de stress n'a indiqué aucun changement
des niveaux basiques d'ACTH ou de corticostérone quand ceux-ci ont été évalués 16 h apres
la derniére session de stress (Paskitti et al., 2000). Le stress de contention, induit une
augmentation des niveaux d'ACTH, qui ont également duré pendant une heure apres

I’exposition a la session de stress (Paskitti et al., 2000). Il pourrait suggérer que



l'augmentation des niveaux d'ACTH soit principalement liée aux effets aigus dérives de la
derniere session de stress. L'altitude passagére des ACTH est généralement interprétée comme
une réponse au stress suivi par I'épuisement provisoire des ACTH et/ou par l'activation du
mécanisme de rétrocontr6le négatif, exercé du a une hypersécrétion de corticostérone
(Dhabhar et al., 1997; Fukuhara et al., 1996; Rivier et Vale, 1987). Il a été montré aussi que
la privation hydrique, la privation alimentaire ainsi que leur combinaison durant trois jours
entrainent une augmentation significative des taux de la corticostérone plasmatique
(Kasdallah et al., 2005).

Une réponse affaiblie de cortisol au stress aigu est un phénoméne bien documenté qui se
produit dans plusieurs especes de poissons, suivant des expositions prolongées au
xénobiotique (Hontela et al., 1997 ; Girard et al ., 1998 ; Norris et al., 1999 ; Dorval et al.,
2005). Cependant, des données au sujet de la réponse diminuée de cortisol suite a une
exposition aigué sont limitées (Pacheco et Santos, 2001 ; Gravel et Vijayan, 2007 ; Hori et al.,
2008). Un mécanisme physiologique possible derriere cette réponse bloquée de cortisol
semble étre lié a la réponse diminuée du tissu inter-rénal a I'normone adrénocorticotrope
(ACTH), comme verifié par Benguira et al., (2002). Les poissons intensement exposés au
méthyle parathion a toutes les concentrations examinees montrent un affaiblissement total
pour élever le cortisol en réponse au stress aigu (Lappivaara, 2001 ; Cericato et al., 2008).
Le méthyle parathion ou son métabolite le plus toxique, le méthyl-paroxon est lentement
inactivé chez les poissons que chez les mammiféres (Areechon et Plumb, 1990), pourrait
exercer une adrenotoxicité, provoquant l'affaiblissement de la réponse de cortisol. Ceci a pu
expliquer le bloc de la réponse de cortisol. Ces hypothéses ont été également postulé par Hori
et al., (2008) pour expliquer le blocage de 1’axe HPI chez matrinxa (Brycon amazonicus)
apres I'exposition aigué (96 h) a de basses concentrations du phénol.

La majorité de la littérature traitant du PTSD a indiqué que les patients atteints PTSD ont les
niveaux anormalement bas du cortisol basal, nous avons comparé les niveaux du
corticostérone basal dans le groupe stressé MPT1 et le groupes stressé MPT2.
Cette comparaison a indiqué que la différence dans les niveaux de corticostérone basal entre
ces deux groupes était éventuellement significative, indiquant que le groupe avec un stress
(une période de gavage plus longue 20j) tend a avoir un taux de corticostérone inférieur que le

groupe avec un stress (période plus courte, 5j) avant et apres la contention aigué.



La question qui se pose maintenant, apres ces résultats, peut on considérer que la disposition
prolongée au méthyle parathion peut provoquer un déséquilibre psychologique tel que le
PTSD ?

D'abord, le PTSD se développe chez certains seulement aprés qu'ils ont répété des expériences
traumatiques (Resnick et al., 1995 ; Taylor et Cahill 2002) et I’exposition prolongée au
trauma augmente la probabilité de développer des symptémes de PTSD (Gurvits et al., 1996).
En second lieu, les gens qui développent un PTSD en réponse seulement a une simple
expérience aux épisodes puissantes de trauma de l'anxiété et de panique en raison de la
répétition des traumas revécus par Iintrusif, et les mémoires flashback (Reynolds et Brewin
1999). D'une maniere semblable, la deuxieme session de gavage des rats au MPT les a forcés

a revivre I'expérience originale du stress.

Il a été constaté que les rats soumis a un stress psychosocial avaient réduit le taux de
croissance, réduit le poids de thymus, augmenté le poids de glande surrénale, une anxiéeté
accrue, une réponse exagéré d’effrayamment, les affaiblissements cognitifs, une grande
réactivité cardio-vasculaire et de corticostérone a un stress aigu et une réponse intensifié a la
yohimbine. Ce travail demontre I'efficacité indéniable des épisodes aigus d'exposition au
prédateur administrés en méme temps que l'instabilité sociale quotidienne comme modéle
animal de PTSD (Zoladz et al., 2008).

D’autres résultats ont montré que I'exposition aux insecticides d'organophosphores induit les
changements comportementaux indésirables des humains, y compris l'anxiété et l'irritabilite,
la dépression, les perturbations cognitives et les désordres de sommeil. Peu d'information
existe actuellement au sujet des mécanismes nerveux étant a la base de tels changements
comportementaux. Le locus coeruleus (LC) pourrait étre un médiateur des insecticides
organophosphorés induisant des toxicités comportementales puisqu'il contient des niveaux
élevés d'acétylcholinestérase et il est impliqué dans la régulation du cycle sommeil-réveil,
l'attention, I'éveil, la mémoire, et les processus pathologiques, y compris l'anxiété et la
dépression. L'administration systémique d'une dose unique du méthyle parathion (1 mg/kg,
1.v.) a augmenté I’activité des neurones de LC de 240% mais n'a pas changé les rapports
temporels parmi les activités des neurones multiples de LC. Cette dose de méthyle parathion a
induit une diminution de 50% d'activité d'acétylcholinestérase de sang et une diminution de
48% d'activité d'acétylcholinestérase de LC. L'excitation des neurones de LC induite par le

méthyle parathion a été contrebalancée par I'administration du sulfate d'atropine



(un antagoniste de récepteur muscarinique), montre [I’implication des récepteurs
muscariniques. L'augmentation de I'activité neuronale de LC induite par le méthyle parathion
est revenue a la normale & moins de 30 minutes tandis que l'activité d'acétylcholinestérase de
sang demeurait inhibée pour plus de 1 H. Ces données indiquent que le traitement au méthyle
parathion peut induire I'excitation des neurones de LC. Une telle excitation a pu contribuer a
la base neuronale des changements comportementaux de I'numain induits par les insecticides

organophosphorés (Zhu et al., 2004).

2. Méthyle parathion et génération d’un stress oxydant

2.1. Effet du méthyle parathion sur les biomarqueurs du stress oxydant :

L'effet principal du MPT et de tout autre COP sur les organismes invertébrés et
vertébrés, y compris des humains, est linhibition de l'acétylcholinestérase (AChE).
Cependant, les effets des COP ne sont pas limités a I’inhibition de 1’AChE, on a signalé que
les COP induisent également le stress oxydant (Hai et al., 1997 ; Yarsan et al., 1999 ; Pefia-
Llopis et al., 2003 ; Mohammad et al., 2004 ; Lépez et al., 2007, Drechsel et Patel 2008). Les
données récentes de plusieurs rapports indiquent que des radicaux libres sont impliqués dans
les mécanismes biochimiques étant a la base des desordres neuropsychiatriques chez I'hnumain
(Kuloglu et al., 2002 ; Tezcan et al., 2003 ; Zhang et al., 2006).

La toxicité de MPT resulte de la conversion métabolique traitée dans le reticulum
endoplasmique des hépatocytes, affectant directement la morphologie de ces cellules
(Rodrigues et Fanta, 1998 ; Machado et Fanta, 2003) et contribuant, a un certain point, a la
diminution de HIS observé chez le groupe MPT. La diminution de HIS peut également
refléter un épuisement des réservations energétiques stockées comme le glycogene hépatique
lié a la réponse au stress (Wendelaar-Bonga, 1997). Cette supposition est soutenue par la
diminution de glycogéne hépatique a environ 80% observé par Aguiar et al., (2004) chez

matrinxa exposé a 2 ppm par minute de Folidol 600®.

L’activité GST est impliquée dans la détoxification des xénobiotiques et leur excrétion avec
leurs métabolites, y compris le MPT (Jokanovic, 2001). Il joue un rdle important dans la
protection des tissus du stress oxydant (Fournier et al., 1992 ; Banerjee et al., 1999). L'activité

accrue de GST dans les tissus peut indiquer le développement d'un mécanisme défensif pour



contrecarrer les effets du MPT et peut refléter la possibilité d'une protection plus efficace
contre la toxicité du pesticide.

L'activité accrue de GST dans le foie observé dans la présente étude, aprés exposition au MPT
et au stress de contention, suggere que les procédés de détoxification aient été augmentés et
corroborent ces derniers établit. La GST a éte rapporté comme un bio marqueur pour eévaluer
les impactes environnementaux du xénobiotique organique engendrant le stress oxydant
(Livingstone, 1993 ; Rodriguez-Ariza et al., 1991). GST est plus en activité dans le tissu
hépatique que dans le muscle blanc, ce qui indique le réle efficace du foie dans la
détoxification des xénobiotiques (Basha et Rani, 2003 ; Monteiro et al., 2006). Nos résultats
ont montrés que l'activité accrue de GST était simultanée aux diminutions du contenu de GSH
dans le foie. La GSH joue un rdle important dans la détoxification des électrophiles et la
prévention du stress oxydant cellulaire (Hasspieler et al., 1994 ; Sies, 1999). Le déclin
considérable dans le contenu de tissu de GSH pendant I'exposition au MPT peut étre due a
une plus grande utilisation de GSH, qui peut étre converti en glutathion oxydé et une
régeneration inefficace de GSH. Pendant un stress oxydant modére, les niveaux de GSH
peuvent augmenter comme mécanisme adaptatif au moyen d'une synthése accrue. Cependant,
un stress oxydant aigu peut supprimer des niveaux de GSH dus a l'affaiblissement des
mécanismes adaptatifs (Zhang et al., 2004). Selon Elia et al., (2003), I'¢puisement de la GSH
peut réduire la capacité cellulaire d’¢liminer les radicaux libres soulevant le potentiel oxydant
général dans les cellules. Jiang N et al., (2010) a montré que la GSH a pu atténuer les

dommages hépatiques induits par le méthyle parathion.

La corrélation entre les changements de l'activité de GST et les niveaux de GSH pourrait
impliquer, dans une certaine mesure, une restriction d'activit¢ de GST par les niveaux
disponibles de GSH. Cependant, la question est de savoir dans quelle mesure les réductions de
ces niveaux de GSH, sont elles responsable des augmentations de ’activité GST. D'ailleurs,
les niveaux diminués de GSH ont été accompagnés des diminutions d'activité de GPX.
Utilisant la GSH comme agent réducteur, les enzymes de GPx catalysent la réduction de H,0,
et des peroxydes organiques en eau et leurs alcools stables correspondants. L'activité de GPx
dépend de la présence de GSH, qui est oxydé dans ce processus. Ainsi, l'activité de GPx est
susceptible d'étre influencée par des niveaux de GSH. L'activité diminuée de GPx peut
également étre liée a la disponibilité diminuée du GSH requis pour réduire lI'impact de ROS
(Cheung et al., 2004, Monteiro et al., 2006 ).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jiang%20N%22%5BAuthor%5D

Hai et al., (1997) a constaté une diminution des niveaux de GSH dans le foie et le muscle de
carpe apres 24 h d’expositions de 1 et 5 mg/l de dichlorvos, un insecticide d'organophosphoré
connu pour induire des dommages oxydants. Le cadmium peut entrainer une diminution de la
quantité¢ d’antioxydants (glutathion) ou de I’activité d’enzymes permettant de lutter contre le
stress oxydant (superoxyde-dismutase, glutathion-peroxydase, catalase) (Leonard et al.,
2004). Une augmentation de la synthése de GSH (Chin et Templeton, 1993 ; Eneman et al.,
2000), une augmentation de ’activité enzymatique de la superoxyde-dismutase (SOD) et la
catalase de cellules en culture ou d’animaux (Kostic et al., 1993 ; Salovsky et al., 1992 ;
Company et al., 2004 ; Ikediobi et al., 2004). Chez la moule Perna viridis une exposition au
cadmium s’accompagne d’une augmentation de 1’activité d’enzymes antioxydantes comme la
superoxyde dismutase et la glutation peroxydase dans le manteau (Prakash et Rao, 1995). A
I’inverse, chez la moule des sources hydrothermales (Bathymodiolus azoricus), il provoque
une diminution de I’activité de la catalase et de la glutathion peroxydase et d’autre part une
augmentation de la peroxydation lipidique dans les branchies (Company et al., 2004). Une
inhibition de la glutathion peroxydase est observée dans les branchies de la palourde
Ruditapes decussatus (Geret et al., 2002). Le dichlorvos a également diminué des niveaux de
glutathion et a inhibé des activités de AChE et de GPx dans plusieurs tissus de rat (Julka et
al., 1992). Dans des cas humains d'empoisonnement, le lindane (organochlore) et le malathion
(organophosphoré) ont également diminué le contenu du sang de GSH (Banerjee et al., 1999).
L’arsénique induit des dommages dans le systeme antioxydant, une réduction de vitamine et
de GSH et des changement de Ilactivité antioxydante en affectant leur structure
(oxydation/réduction de groupes thiol et déplacement de métaux essentiels) (De Vizcaya-Ruiz
et al., 2009, Han et al., 2008).

2.2. Réponse de I’axe thyréotrope au méthyle parathion :

Les hormones thyroidiennes ont un réle crucial dans la régulation des métabolismes
glucidique, protidique, lipidique et phosphocalcique (Léger, 1991), dans la croissance (Zhang
et Lazar, 2000), I'implication de la vasopressine (AVP) et dans la régulation de 1’axe
corticotrope (Aguilera et al., 1994 ; Kjaer et al., 1992) . Parmi les réles les plus importants de
la glande thyroide sur les divers tissus des mammiféres, nous distinguons sa capacité
d’augmenter le taux métabolique basal, particuliérement celui des mitochondries. Elles sont
connues par les sites principaux de production de radicaux libres d'oxygene (ROS) dans des

tissus sains a cause de leur fuite de la chaine respiratoire mitochondrial. Ces (ROS) conduirait



aux dommages oxydatifs aux macromolécules biologiques, y compris des lipides, des
protéines et I'ADN (Das et Chainy, 2001 ; Fernandez et al., 1989, 2006).

Nos résultats montrent que chez les rats gavés au méthyle parathion, les concentrations en
TSH et en T4 montrent une augmentation significative par rapport aux teneurs relevés chez
les témoins. Dans une étude précédente il a été proposé que des changements d'hormone
thyroidienne T3/T4 pourraient étre liés au modeéle de CMS (un modele imitant de dépression)
(Kioukia et al., 2000). Dans le stress doux chronique (CMS), un modéle animal de dépression,
des niveaux accrus deT3 et T4 sériques ont été trouvés dans deux contraintes différentes de
rat, sans I’augmentation parallele du niveau de TSH (Kioukia et al., 2000). En outre, la
physiopathologie de la dépression et le traitement de drogue antidépressives ont été associés a
I'axe thyroidien (Baumgartner et al., 1988; Joffe et Singer, 1990 ; Kioukia et al., 2002) ; par
contre la privation hydrique, la privation alimentaire ainsi que leur combinaison durant trois
jours entrainent une augmentation significative des taux de la corticostérone plasmatique, les
taux de la FT4 sérique diminuent. Paradoxalement, les taux de la TSH sérique subissent une
chute significative (Kasdallah et al., 2005).

Une hypothyroidie provoquée par administration du benzylthiouracile (BTU) (0,05%) et
d’une hyperthyroidie provoquée par administration de I’hormone L-thyroxinate de sodium
(0,0012%) dans I’eau de boisson, sur une durée de cinq semaines. Aucune incidence
significative sur les taux de la peroxydation lipidique et de la vitamine E n’est observée au
niveau des tissus hépatiques et cardiaques chez les rats souffrant d’une hypothyroidie par
rapport aux témoins, contrairement au lot hyperthyroidien, qui a exprimé une augmentation.
L’activité glutathion peroxydase, augmentée chez le lot hyperthyroidien par rapport au
témoin, s’accompagne d’une diminution du niveau du glutathion réduit dans ’homogénat des
tissus et d’une augmentation hautement significative de 1’activité de la glutathion réductase.
Une augmentation de l’activité du superoxyde dismutase et de la catalase chez le lot
hyperthyroidien est aussi observée. Ces résultats expliquent la variation de D’activité
thyroidienne en relation avec la peroxydation lipidique et le contenu tissulaire en anti-
oxydants enzymatiques et non enzymatiques. En conclusion, cette étude montre I’installation
d’un état de stress oxydant en relation avec I’hyperactivité thyroidienne. (Messarah et al.,
2007).

2.3. Effet du méthyle parathion sur le métabolisme glucidique et lipidique :
Les résultats obtenus montrent que le métabolisme glucidique est perturbé chez les

animaux gavés au MPT et ceci est reflété par une augmentation significative de la



concentration en glucose dans le sang associée d’une diminution significative de Ia
concentration en insuline dans le sang. Comparativement, chez les rats soumis au stress de
contention, les concentrations de glucose ne montrent pas de différence significative par
rapport a celui des témoins. En ce qui concerne le métabolisme lipidique, il se caractérise
chez les rats traités au MPT par une augmentation significative de la concentration en
cholestérol et en triglycérides par rapport aux témoins. Par contre les rats soumis au stress de
contention, les triglycérides ne montrent pas de différence significative par rapport a celui des
témoins. Quant au cholestérol, les concentrations relevées montrent des différences
significatives entre les rats témoins et les rats stressés par contention.

Selon Surwit (1992), Le stress augmente la production hépatique de glucose et diminue sa
clairance périphérique. L’implication de I’hypothalamus dans le controle du métabolisme
énergétique hépatique, repose sur un certain nombre d’arguments expérimentaux. En effet, il a
été démontré que la stimulation é€lectrique de I’hypothalamus ventromédian entraine une
hyperglycémie avec diminution des réserves hépatiques en glycogene (Shimazu et al., 1966),
une hyperglucagonémie (Frohman, 1971) et une augmentation de [I’activité de la
phosphorylase a, la forme active de cette enzyme (Shimazu et al., 1978). Nonogaki (1997) a
montré que ces modifications métaboliques sont liées a I’activation du systéme nerveux
sympathique (libération de la noradrénaline par les terminaisons nerveuses, et I’adrénaline par
la médullosurrénale). En effet, I’activation du systéme nerveux sympathique dans diverses
conditions de stress ou au cours d’un exercice physique intense provoque une inhibition de
I’insulinosécrétion, une stimulation de la sécrétion de glucagon et I’apparition d’une
hyperglycémie (Porte et Robertson 1973). Yamada et al., (1993) en travaillant sur des rats
intacts et d’autres dépourvus de médullosurrénale, ont constaté que lors de I’application d’un
stress de contention, 1’augmentation de la concentration plasmatique de glucose est nettement
moins importante chez le dernier groupe de rats. Ceci démontre 'importance de la présence
de l’adrénaline dans le développement de I’hyperglycémie et la sécrétion des hormones
pancréatiques.

Dans quelques procédures de stress, telles que [I'effort chirurgical ou de contrainte,
l'augmentation de glucose est particulierement connexe aux taux des corticostéroides en
raison de l'activation de I’axe HHS et de la réaction de systeme nerveux sympathique au stress
(Armario et al., 1996 ; Mason, 1968; Reis et al., 1996 ;Vallee et al., 1996). Le stress est
¢galement connu pour l’augmentation relative du sucre sanguin di au secrétions des

corticostéroides (Mason, 1968, Kioukia et al., 2002). Par conséquent, des niveaux accrus de



glucose ont été enregistrés peu de temps apres le stress, pareillement aux niveaux de ’ACTH
(Reis et al., 1996; Vallee et al., 1996; Dal-Zotto et al., 2000).

Les lipides jouent un rble essentiel et une modification des taux lipidiques dans le sang ou les
tissus peuvent se révéler extrémement dommageable pour l'organisme. Ainsi les taux de deux
constituants lipidiques plasmatiques, le cholestérol total (CT) et les triglycérides (TG) ont été
mesurés dans nos conditions expérimentales. Nos résultats montrent une augmentation
significative de la cholestérolémie aprés traitement par le méthyle parathion et le stress de
contention. Ceci est en accord avec des résultats antérieurs obtenus avec d'autres insecticides
tels qu'un organophosphoré, le Ronnel (Rumsey et al., 1983), un organochloré, le Dieldrin
(Shakoori et al., 1984) et des carbamates, le Furadan (Gupta et al., 1986) et le Méthomyl
(Antal et al., 1979). Cependant, d'autres travaux montrent une hypocholestérolemie aprés
traitement avec des insecticides variés incluant des molécules organophosphorés telles que
I'Acéphate (Choudhari et Chakrabarti, 1984) et le Dichlorvos (Ryhanen et al., 1984) et une
molécule pyréthroide de synthese, la Cyperméthrine (Shakoori et al., 1988). La réduction des
taux seriques de CT qui a été enregistrée chez les rats traités a I'Acéphate est attribuée a une
modification du taux de HDL circulant (Choudhari et Chakrabarti, 1984). Il a méme été
suggeré que les composés organophosphorés pourraient phosphoryler et inhiber I'hydroxy-
méthyl glutaryl CoA réductase, I'enzyme clé de la production de cholestérol (Ryhanen et al.,
1984).

Concernant les triglycérides, le MPT provoque une importante augmentation de leurs taux
plasmatiques. Ces résultats confirment les travaux antérieurs qui montraient une augmentation
des taux de TG plasmatiques chez des animaux traités avec différents insecticides dont un
organophosphoré, le Dichlorvos (Ryhanen et al., 1984) et un carbamate, le Furadan qui est
également un insecticide neurotoxique qui agit en inhibant I'acétylcholinestérase (Gupta et al.,
1986). Cette élévation des TG seriques ou plasmatiques pourrait étre attribuée a I'inhibition
denzymes du type lipase intervenant dans le métabolisme des TG hépatiques et des
lipoprotéines plasmatiques (Musliner et al., 1979 ; Goldberg et al., 1982). D'autres études,
cependant, ont rapporté chez le rat aprés traitement avec des insecticide organophosphores
soit aucun effet sur les taux de TG plasmatiques avec le Diazinon (lbrahim et EI-Gamal,
2003) soit une diminution de ces taux avec I'Acéphate (Choudhari et Chakrabarti, 1984).
Cette diminution pourrait étre le résultat de la réduction induite par I'Acéphate de toutes les
classes de lipoprotéines de la fraction lipidique plasmatique et plus particulierement les plus
Iégeres d'entre elles. 1l n'est pas surprenant que les effets soient si différents d'une molécule a

l'autre car l'on sait qu' au sein d'une classe d'insecticide comme celle des organophosphorés,



il existe des molécules trés variées se comportant differemment a l'intérieur des organismes
vivants.

Le traitement au MPT reste sans effets significatifs sur le contenu hépatique de la
peroxydation lipidique LPO indiquant que cet organe résiste au stress oxydant au moyen de
mécanismes antioxydants (Monteiro et al., 2006). Différent de la majorité des espéces de
poissons de bassin d'’Amazone, le contenu élevé de la vitamine E a été trouvé dans le foie du
cephalus de B (Wilhelm-Filho et Marcon, 1996). Ces niveaux élevés de vitamine E dans le
foie du matrinx& ont probablement fourni un effet protecteur additionnel contre le LPO, et,
par conséquent, ont empéché des augmentations aux niveaux hépatiques de LPO (Aguiar et
al., 2004). Le malondialdehyde (MDA) est un marqueur du LPO membranaire résultant de
I'interaction des ROS et de la membrane cellulaire (Aslan et al., 1997). L’administration sub-
chronique du MPT provoque une induction de la LPO en augmentant la MDA, ceci suggere
que les ROS peuvent étre associées aux effets toxiques du MPT conduisant aux dommages
histopathologiques et immuno-histochimiques de I’endomeétre (Giiney et al., 2007).

Les niveaux de cholestérol peuvent changer sous des situations de stress émotionnel. Une
augmentation significative de cholestérol a été observée sous de telles situations, y compris
lors des examens chez les étudiants en médecine et les formations chez les stagiaires de
marine, ou associée a l'anxiétée (Dreyfuss et Czaczkes, 1959 ; Kasl et al., 1968 ; Rahe et al.,
1968 ; Melamed et al., 1997). En revanche, le cholestérol peut étre diminué, lié a I'numeur
dépressive, a la tentative suicidaire ou a I'agression (Partonen et al., 1999 ; Trevisan et al.,
1997).

Plusieurs études, sur les troubles liés a I’anxiété et a la panique, une cholestérolémie
(particulierement le cholestérol LDL) est observé (Bajwa et al., 1992 ; Solter et al., 2002 ;
Karlovic et al., 2004 ; Tochigi, 2005). Chez le sujet PTSD, une incidence élevée de maladie
cardio-vasculaire a été remarqué (Falger et al., 1992 ; McFarlane et al., 1994), qui suggeére
une augmentation de cholestérol chez les sujets PTSD. Cependant, Kagan et al., (1999) a
observé un niveau de cholestérol élevé chez les vétérans PTSD de la Guerre de Vietnam.

En plus de cholestérol, la cholinestérase est un autre centre d'intérét. La cholinestérase, qui
pourrait étre impliquée dans le métabolisme des lipides, peut changer, tout en restant corrélé
avec tous changements lipidiques. La cholinestérase élevé a été rapportée chez les sujets avec
des niveaux élevés de cholestérol (Brown et al., 1991), bien que la relation ne pourrait pas
étre trouvée chez les sujets avec une taux normale de cholestérol (Crook et al., 1994). En
outre, des changements du métabolisme de choline ont été suggérés sous le stress

psychologique (Kaufer et al., 1998). On a observé une altitude de cholinestérase dans la



dépression avec une anxiété notable (Rose et al., 1965), tandis qu'un niveau diminué a été
indiqué pour étre un index de prédisposition a la dépression (Mathew et al., 1982). Ainsi, un
changement de cholinestérase, probablement corrélé avec le cholestérol, est prévu dans

I'anxiété chronique (Rose et al., 1965 ; Brown et al., 1991).

3. Effet de la taurine et de la vitamine E sur le stress oxydant provoqué par le méthyle

parathion :

Des antioxydants non enzymatiques tels que la Vitamine E et C peuvent contrecarrer
I’effet du stress oxydatif. Quelques études ont montré qu'une combinaison de Vitamines E et
C réduit la LPO induite par des substances toxiques (Altuntas et al., 2002a ; Appenroth et al.,
1997; Gultekin et al., 2001 ; Yavuz et al., 2004). L'activité anti apoptotique de Vitamines E
et C a été démontré par plusieurs auteurs (Mobio et al., 2000; Serbecic et Beutelspacher,
2005; Ramanathan et al., 2005). Ces vitamines antioxydant inhibent les radicaux libres
provoquant I’apoptose en les éliminant directement. Les Vitamines antioxydants E et C
maintiennent la protéine Bcl-2 en sa forme fonctionnelle par leur action stabilisante sur la
membrane plasmique en inhibant la sortie de cytochrome C des mitochondries (Serbecic et
Beutelspacher, 2005).

Le traitement avec une combinaison de Vitamines E et C apres lI'administration de MPT a
diminué les 1ésions endométriales et 1’apoptose induit par le MPT et a dirigé la voie vers la
mise en ceuvre thérapeutique de ces médicaments aux femmes exposées au MPT (Gliney et
al., 2007). Nos resultats ont montrés que le MPT induit une diminution significative de GSH
et une augmentation de GST par rapport aux témoins. La supplémentation en vitamine E,
montrent une diminution significative de la teneur en GSH et Dactivit¢ de GST
comparativement méme aux témoins. Le méme traitement a relevé une augmentation dans le
sang des teneurs en glucose, en triglycéride et en cholestérol. Mais en revanche,
I’administration de la vitamine E est a I'origine de la baisse significative des teneurs en
glucose, triglycéride et cholestérol comparativement aux rats gavés et méme aux témoins
pour les deux parameétres glucose et triglycérides. Ces résultats suggerent que les effets du
méthyle parathion sur les bio marqueurs du stress (GST) et les constituants glucidique,
lipidiques plasmatiques sont bien la conséquence d'un stress oxydatif puisque que la vitamine
E est capable de reverser les augmentations de GST, glucose, cholestérol et de TG induites.

Ces résultats sont en parfaite adéquation avec les travaux de John et al.,(2001) qui montrent



également sur un modele in vitro d'érythrocytes de rat que la vitamine E a un effet protecteur
contre le stress oxydatif induit par deux insecticides organophosphorés, le Diméthoate et le
Malathion. En plus, des données comparables ont €té trouvees par Maliakel et al., (2008)
chez les souris apres administration de cisplatin. Ils ont constaté des dommages rénaux clairs,
une augmentation de la peroxydation lipidique et une diminution de la défense antioxydante
comprenant le contenu de GSH et lactivitt de GPx, de la SOD et de la CAT.
L'administration de I’acide ascorbique monoglucoside et de 1’alpha-tocophérol
monoglucoside a un effet protecteur contre la néphrotoxicité induite par le cisplatin (Maliakel
et al., 2008).

La taurine avec des propriétés antioxydantes (Das et al., 2008), elle montre habituellement
une action de défense in vitro a diverses concentrations selon la nature de la toxicité et les
cellules utilisées dans I'étude (Camargo et Ferreira, 2002 ; Lam et al., 2006). Bien que
l'occurrence biologique de la taurine ait été rapportée il y a 100 ans, la recherche s'est
concentrée sur sa signification biologique et le r6le physiologique n'a été conduit que durant
environ quelques décennies seulement (Huxtable, 1989). Il a été montrée que la taurine peut
étre impliquée dans beaucoup de fonctions importantes comprenant : le neuro- développement
(Chen et al., 1998), la stabilisation de la membrane, la régulation de la prolifération et la mort
cellulaire (Green et al., 1998 ; Wu et al., 1999 ; Schuller-Levis et parc, 2004 ; Emerson et al.,
2005 ; Rosado et al., 2007 ; Son et al., 2007 ; Yu et al., 2007 ; Huang et al., 2008). Elle a
aussi un effet sur la détoxification (Hasal et al., 1998 ; Schuller-Levis et Park, 2004 ;
Bouckenooghe et al., 2006 ;Rosado et al., 2007 ; Pappa et al., 2007), I'action anti-arythmique
(Chazov et al., 1974), le régulation de I'noméostasie de calcium (Lazarewich et al., 1985),
I'anti-convulsion (Izumi et al., 1973), la phosphorylation protéique (Li et Lombardini, 1991)
et l'antioxydation (Huxtable, 1992). Etant un antioxydant, elle a également la capacité
d’¢liminer les especes réactives de 'oxygene, atténue la production de MDA, un produit final

de peroxydation lipidique (Wu et al., 1999).

Le traitement des rats gavés au MPT par la taurine a raison de 0.2% pendant toute la période
du gavage a rétablie la teneur en GSH et I’activité de la GST. La teneur en GSH s’accroit
significativement. Parallélement, I’activité de GST baisse significativement par rapport a
celles prélevées chez les rats gavés seulement au MPT. Les rats gavés au MPT et
supplémentés de taurine montrent une baisse significative des teneurs en glucose, triglycéride

et cholestérol. De tels résultats ont été enregistrés avec d’autres composants chimiques tels



que : le fluorure (Das et al., 2008) ,le cisplatin (Sato et al., 2002), le methiocarbe (Ozden et
al., 2007), I’arsénique (Nandi et al., 2005 ; Flora, 1999; Garcia-Chavez et al., 2006), le
cadmium (Manna et al., 2008), le Cyclosporine A (Hagar et al., 2006), I’acetaminophen (Das
et al., 2010a, 2010 b) et les drogues (Oliveira et al., 2010). 1l a été montré aussi que la taurine
présente un effet anxiolytique (Chen et al., 2004 ; Kong et al., 2006).

Plusieurs évidences suggérent que la taurine puisse fonctionner comme un efficace
neuromodulateur inhibiteur qui régule l'activité neuronale dans beaucoup de secteurs
cérébraux (Haas et Hosli, 1973 ; Hussy et al., 1997 ; Huxtable, 1989 ; Jiang et al., 2004). Une
forte évidence soutiens I'existence des interactions fonctionnelles entre le GABA et la taurine
(EL Idrissi et Trenkner, 2004 ; Kuriyama et Hashimoto, 1998). Il a été montré que la taurine
augmente la conductibilité de chlorure de membrane plasmatique en affectant les canaux
sensibles bicuculline de chlorure (Del Olmo et al., 2000 ; Mellor et al., 2000 ; Wang et al.,
1998). Elle agit également en tant gu'agoniste partiel des récepteurs de GABAA dans des
membranes synaptiques (Quinn et Harris, 1995), en activant l'afflux de chlorure par des
récepteurs de GABAA dans les cellules granulaire cérébelleuses in vitro (EL Idrissi et
Trenkner, 2004 ; EL Idrissi et L'amoreaux, 2008).

4. Effet d’un a2 bloquant adrénergique « la yohimbine » lors d’un état de stress

Nos résultats ont démontrés que la yohimbine supplémentée aux rats gaves au MPT et stresses
(stress de contention) entraine des teneurs en GSH nettement plus élevés que celles
enregistrées chez les rats témoins, les rats traités au MPT et au stress de contention. Par
contre on a enregistrés des diminutions significatives de 1’activité de la GST chez les rats
traités (gavés au MPT et stressés) additionnés de yohimbine par rapport a celle releve chez les
rats traités et témoins. Les méme résultats ont été approuvés par Roberts et al., 1987,
I'administration intrapéritonéale de 100mg/kg de la morphine chez les souris a eu comme
conséquence une diminution approximative de 25% de GSH hépatique. Le prétraitement des
animaux avec de la yohimbine (5 mg/kg, i.p.) ou le prazosin (5 mg/kg, i.p.) a eu comme
conséquence un blocus partiel de changement des concentrations hépatiques de glutathion.
Les études précédentes ont démontré que des diminutions de GSH en réponse a des
administrations systémiques l'adrénaline sont régulées sélectivement par les o2-récepteurs
(James et al., 1983).

Concernant les parametres glucidiques et lipidiques, on a constaté que la yohimbine engendre
des augmentations significatives des concentrations du glucose, triglycérides et cholestérol
par rapport a celles relevées chez les rats traités au MPT et les rats témoins. Chez les rats

soumis au stress de contention et traités a la yohimbine, les concentrations en glucose et des



triglycérides montrent des augmentations significatives par rapport a celles des rats stressés.
En outre, on enregistre une diminution significative des concentrations relevées du cholestérol
comparativement aux stresses.

La mobilisation de lipide est accélérée pendant la partie précédente de restriction d'énergie ou
de jelne. L'insuline est une hormone antilipolytique efficace (Cahill et al., 1966). La
réduction en hormone thyroidienne plasmatique (Suda et al., 1978) et une diminution
d'activité sympathique (Landsberg et Young, 1978) ont également des actions antilipolytique.
Il s’est avérés que les agonistes de béta2-AR ont des activités lipolytiques en stimulant
directement les béta-ARs des adipocytes (Ricks et al., 1984). La YOH, étant un antagoniste
d'alpha2-AR, peut augmenter intensément la mobilisation lipidique avec des augmentations
en acide gras non estérifié (NEFA) chez les sujets humains normaux a jeun (Galitzky et al.,
1988, 1990) et les femmes obéses (Berlan et al., 1991) par le blocus de l'alpha2-ARs
antilipolytique sur les membranes des adipocyte (Arner et Ostman, 1976). L'action aigué de
mobilisation lipidique de YOH chez les hommes, renforcée pendant I'exercice physique, a été
complétement supprimée aprés un repas, et partiellement bloque par le propranolol (Galitzky
et al., 1988).

La yohimbine induit des réponses d'anxiété et de stress (Holmberg et Gershon, 1961 ; Davis et
al., 1979 ; Johnston et File, 1989 ; Grunhaus et al.,1989 ; McDougle et al., 1995 ; Gurguis et
al., 1997 ; Myers et al., 2005 ; Vythilingam et al., 2000). En activant les systémes
neurotransmetteur de la réponse au stress, y compris la noradrénaline, la sérotonine, et la
dopamine (Millan et al., 2000 ; Kupferschmidt et al., 2009), aussi bien que laxe
hypothalamo-hypophyso-surrénalien (Charney et al., 1983, 1989). Ils ont également constaté
que les rats soumis a un stress psychosociale traités avec la yohimbine ont montré de grandes
augmentations de niveau de corticostérone suite a la contention aigué en comparaison avec
des rats témoins traités avec la yohimbine, qui est compatible a I'évidence bien documentée de
grandes augmentations d'activité physiologique chez les patients PTSD induite par la
yohimbine (Southwick et al., 1993). Le prazosin (antagoniste de al-récepteur adrénergique)
et la yohimbine (antagoniste de récepteur a2-adrénergique) pouvaient renverser l'effet de
I'antidépresseur-like ebselen (Posser et al., 2009). De fagon générale, ces résultats, en méme
temps que des études sur des personnes PTSD, indiquent que la sensibilité de la yohimbine
peut servir de diagnostique des anomalies comportementales et physiologiques produites par

le stress traumatique.






Conclusion et Perspectives

L’objectif de ce travail de thése est de répondre a certaines questions encore en suspens dans
le domaine du stress en général.

Dans la premiere partie, le programme de cette étude vise a élaborer un modéle animal PTSD,
et ceci sera confirmer par les niveaux cinétiques homéostatiques de certaines hormone
révélatrices (la corticostérone et I’acétylcholinestérase au niveau du cerveau).

Nos résultats montrent que le méthyle parathion induit une diminution de
I’acétylcholinestérase dans le cerveau et le foie, facteur important de sa toxicité. Cette
diminution supprime ainsi la neurotransmission cholinergique. Ceci est accompagné des
changements énergiques des propriétés neurophysiologiques et neuroanatomique considérées
étre associe a la mémoire, et qui agirais sur le systeme limbique.

Les rats témoins soumis a un stress aigu (contention), présente une augmentation de 1’activité
de la corticostérone .Une comparaison entre les niveaux du corticostérone basal montre que
le groupe avec un stress (une période de gavage plus longue 20j) tend a avoir un taux de
corticostérone inferieur que le groupe avec un stress (période plus courte 5j) avant et apres la
contention aigué. Ceci est adéquat avec la majorité de la littérature de PTSD qui indique que
les patients de PTSD ont les niveaux anormalement bas du cortisol basal. Parallelement, le
traitement au MPT réduit le taux de croissance, augmente le poids des glandes surrénales. Ce
sont des résultats qui appuie 1’hypothése de modele PTSD, étant données que ceci a été
enregistré chez un modeéle habilité (des épisodes de stress aigu « exposition au prédateur »

appliquées en méme temps que l'instabilité sociale quotidienne) (Zoladz et al., 2008).

Dans la deuxieme partie, des travaux récents ont montré que certains COP provoquent un
stress oxydant, notre objectif est de tester ’effet du MPT. Nos résultats montrent que le
traitement au MPT présente une activité accrue de GST simultanée aux diminutions du
contenu de GSH dans le foie. La GSH joue un rdéle important dans la détoxification des
électrophiles et la prévention du stress oxydant cellulaire. La corrélation entre les
changements de l'activité de GST et les niveaux de GSH est impliquée. Des réactions du
stress ont été également associées a la fonction thyroidienne, les concentrations en TSH et en
T4 montrent une augmentation significative. Le MPT induit une augmentation significative de
la concentration en glucose, triglycérides et cholestérol dans le sang associée d’une

diminution significative de la concentration en insuline. Il a été montré que ces modifications



métaboliques sont liées a I’activation du systéme nerveux sympathique (libération de la
noradrénaline par les terminaisons nerveuses, et I’adrénaline par la médullosurrénale)

Le traitement des rats gavés au (MPT) par la vitamine E rétablie les valeurs basales des
bio marqueurs du stress et des paramétres métaboliques. Ces résultats suggerent que les effets
du méthyle parathion sont bien la conséquence d'un stress oxydatif puisque que la vitamine E
est capable de les reverser. Etant donnée que de similaires résultats ont été enregistrés avec la
taurine ceci insuffle un effet antioxydant de la taurine.

La yohimbine supplémentée aux rats gavés au MPT et stresses (stress de contention) induit
une augmentation des teneurs de GSH, des concentrations du glucose, triglycérides et
cholestérol et une diminution de I’activité de la GST par rapport a celles relevées chez les rats
traités au MPT et les rats témoins. En revanche une diminution des concentrations du
cholestérol est relevées comparativement aux stressés. De fagon générale, ces résultats de
méme que d’autres études sur des personnes PTSD, indiquent que la sensibilité de la
yohimbine peut servir de diagnostique des anomalies comportementales et physiologiques

produites par le stress traumatique.

Perspectives

» Approfondir cette recherche par des tests comportementaux, afin de valider ce modéle
de PTSD.

» L’exploration d’autres biomarqueurs sensibles aux états du stress oxydatif au niveau
organique (cerveau, foie) tel que la SOD, MDA et LPO.

» Explorer l'effet antioxydant (taurine) sur les répercussions hormonales et les
perturbations psychologiques.

» Explorer, enfin I'impact sur le systéme dopaminergique et par ce biais le circuit de

récompense.
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