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| ntroduction

Introduction

L’ écosysteme aquatique se définit par I’ ensemble constitué de I’ eau et des especes
qui y vivent. L’éat d équilibre résulte de toutes les interactions entre les organismes
vivants entre eux d'une part, et entre les différentes espéces et leur milieu de vie d’ autre

part.

Néanmoins, cet équilibre devient de plus en plus menacé par la pollution, due

essentiellement &1’ homme et ses activités (Stirn, 1982; Suty, 2010).

De nombreuses substances toxiques générées par les activités humaines sont
quotidiennement déversées dans I’environnement aguatique. Les pollutions d’origine
chronique contribuent majoritairement a la détérioration des écosystémes aquatiques. De
plus, de nouvelles molécules chimiques sont constamment synthétisées. Ces substances
étrangeres aux organismes vivants (hormis certains métaux essentiels), ou xénobiotique,
contaminent tous les compartiments (sédiment, colonne d'eau) et par |la méme de

nombreuses especes animal es aguati ques.

Les espéces réactives de I’ oxygénes (ROS) , des sous — produits naturels formées
lors des activité métaboliques normales, jouent un réle important dans la signalisation
cellulaire, quant ils sont sous contrdle (Servidadio et al.,2013, Winter bour n,2015),et sont
impliquées dans la modulation de la fonction cellulaire (différenciation ,prolifération
),quant ils sont a des faible concentrations(M urrell et al., 1990, Allen,1991). La cellule est
dotée d’ un certains nombres de mécanismes de défense qui peuvent neutraliser les radicaux

libre et prévenir les dommages intracellulaires, en réduisant les effets nocifs des ROS.

Mais a des concentrations plus élevées, les radicaux peuvent étre néfastes. A fin de

s en protéger la cellule a mis en place des systémes de défense.

S'ils sont dépasses ou inefficaces, un désequilibre se produit en faveur des radicaux
libre, il ya alors stress oxydative, pathologique pour lestissus et cellulaires (Darley-Usmar
et Halliwell, 1996; Chaudiere et Ferrari-lliou, 1999; Evans et Halliwell, 1999). Les
espéces produits peuvent générer un déséquilibre de balance antioxydants /oxydant rend la
cellule vulnéralle aux attaque des ROS et peuvent en effet atérer des macromolécules
biologiques indispensable au fonctionnement cellulaire comme: lipides, proténes,

glucides, ainsi que les membranes sont oxydé.
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IIs peuvent aussi affecter la dégradation de la matrice extracellulaire. Le stress

oxydatif va perturber les voies normales physiologiques et provoquer lamort cellulaire.

Ains le Paracétamol de la famille des antipyrétiques pourrait étre également a
I”origine du déclenchement d’un stress oxydative. Dés lors, il nous a semblé judicieux de
mesurer les différent biomarqueurs du stress oxydative englobe les divers cible cellulaire.
Et pour cela, nous avons opté pour |'utilisation de paramécium sp comme modee

biologique alternatif.

Le choix de cette espéce, est di, a son organisation cellulaire trés similaire a celle
des cellules eucaryotes supérieures. Ceci nous a conduits a éudier la conséguence des
fluctuations de certains paramétres physicochimiques du milieu sur le comportement de la

parameécie.

Enfin les résultats obtenus a partir de ces essais nous permettrons d’ émettre une
hypothese sur la toxicité du Paracétamol  sur un modéle aternatif et d ouvrir par

conséguent sur des perspectives.
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Chapitre I Etude bibliographique

1-Problématique liée a la présence de produits pharmaceutiques dans

I’environnement

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

possible impact environnemental sur lafaune et laflore (Ferrari et al., 2003).
2- Définition de substance phar maceutique

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

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

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

En outre, les produits pharmaceutiques peuvent étre stables dans I'environnement
ou soumis a des transformations biotiques et/ou abiotique, et parmi les transformations
abiotiques, la photo-dégradation qui est le processus d'éimination le plus important, ce qui
conduit parfois a la formation de produits beaucoup plus toxiques que les composes

parentaux (Isidori et al., 2009).
3- Lessources et le comportement des médicaments dans |’ environnement
3-1- Les sourcesde pollution par les médicaments

Les résidus de médicaments humains ont pour origine les effluents des hopitaux et
pour la médecine de ville, les réseaux d’évacuation des eaux usées contenant les excrétas
des patients. Ces effluents chargés de résidus sont traités dans la station d’ épuration avant

de rgjoindre le milieu aquatique.

En revanche, les résidus vétérinaires rgoignent |I’environnement sans stade
d épuration. Le cheminement des effluents issus de I'usage vétérinaire est complexe a
suivre ; en effet les effluents d’élevage peuvent rejoindre les eaux souterraines par
percolation des excréments animaliers (lors des pétures) et par épandage des lisiers
agricoles. Dans les effluents d élevage industriels, Carlson et al., (2004) trouvent des
concentrations pouvant aler jusqu’a plusieurs milligrammes de tétracyclines par gramme
delisier de porcs ou de moutons.

A partir des laboratoires de fabrication des substances pharmaceutiques, des résidus
de synthese comme des solvants sont encore rejetés (Dunn et al., 2004). Avec le
développement des techniques anaytiques, la quantification de ces substances est
réalisable dans les diverses compartiments environnementaux tels que les eaux usées
urbaines, les boues des stations d’ épuration, les effluents d' élevage, les sols amendés par
ces produits, les eaux de surface, les eaux souterraines, les eaux potables et les eaux

estuariennes et cotieres (Figure 01).
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Chapitre I Etude bibliographique

Rejets domestiques | |Rejets hospitaliers || Elevage || Aquaculture
S >S——
Reéseau Féseau unitaire | ngl er/purn |
séparatif (eau usée + eau pluviale)
"H.. epandage
&
LJuun:.s
tatlon + | 30
‘ d'épuration
m,_,.__-,wa'g infiltration
— |
| Eaux de surface | Eaux snuterralnes|

Figure O1: L esdifférentes sources de contamination par les médicaments.
3-2- Dégradation des médicaments dans|’ environnement

La biodégradation intervenant dans le milieu naturel s exerce de maniére plusfaible
que celle qui a lieu dans les STEP. On note dans les eaux de riviere une biodégradation
plus importante qu’ une photodégradation pour certaines molécules comme le kétoprofene,
le propranolol, le gemfibrozil et I'ibuproféne (T ogola, 2006).

La dégradation se fait essentiellement par réaction photochimique directe ou
indirecte. Les réactions de photodégradation par photolyse interviennent dans les
phénomeénes de biodégradation de maniére significative pour des composés comme le
naproxene et le diclofénac (Lin et Reinhard, 2005) produisant des composés parfois plus
toxiques que la molécule mere (1sidori et al., 2005 ). Lam et Mabury (2005) ont mis en
évidence des photoproduits issus de défluorination de la fluoxétine par photodégradation.
La carbamazépine semble étre trés faiblement dégradée dans le milieu naturel selon
Andreozzi et al., (2003).
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Chapitre I Etude bibliographique

4- Concentration des médicaments dans les eaux superficielles

En fonction des apports (STEP et autres), des phénomeénes de dégradation (dans les

stations et dans le milieu), les concentrations vont varier dans les écosystemes aquati ques.

Les AINS a la fois fortement consommés et reativement rémanents sont
systématiquement retrouvés a des taux de 1’ordre du pg./1 ( Koplin et al., 2004) (Tableau
01).

Aux Etats-Unis, Kolpin et al., (2002) ont entrepris entre1999 et 2000 un premier
inventaire de la contamination des eaux de 139 riviéres de 30 états. Parmi |es 95 substances
diverses qui éaient recherchées, 82 ont été retrouvées dans des eaux utilisées pour
I’ alimentation en eau potable. En France, Togola et al., (2006) ont décelé la présence de
carbamazépine, diclofénac et paracétamol dans les eaux de |I'Hérault, fleuve cotier de la

meéditerranée.

Ces travaux confirment ceux d autres auteurs tels que Ternes (1998), Zuccato et
al., (2000), Tauxe-Wuerch et al., (2005) qui vont tous dans le sens d’une introduction

probable de substances médicamenteuses dans les eaux littorales.
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Tableau 01 : Niveaux de présence des médicaments dans les eaux superficielles (en

ng/h).
Class M oécules Concentration (ug/l) | Réferences
thérapeutique min-max ou médiane
0.08-0.22 Bendz et al., (2005)
Ibuproféne <0.002-0.146 Wiegel (2003)
<0.02-5.044 Ashton et al., (2004)
0.2-1.0 Kolpin et al., (2002)
AINS
Didofénac 1.2 Buseset al., (1998)
<0.02-0.568 Ashton et al., (2004)
Ketoproféne 0.01-0.07 Bendz et al., (2005)
0.12 Ternes (1998)
Paracetamol 0.11 Kolpin et al.,(2004)
Analgesique Déxtroproxyphéne | <0.02-0.682 Ashton et al., (2004)
Codeine 0.2-1.0 Kolpin et al., (2002)
Betabloquants Propanolol 0.01-0.215 Ashton et al., (2004)
Agent de lopromide 0.09 Sacher et al., (2005)
contraste lopamidol 0.18 Sacher et al., (2005)
Erythmycine <0.01-1.22 Ashton et al., (2004)
0.1-1.7 Kolpin et al., (2002)
Triméhoprime 0.013-0.3 Kolpin et al.,(2002)
<0.01-0.042 Ashton et al., (2004)
Antibiotique Sulfaméthoxazole | <0.05-0.239 Ashton et al., (2004)
0.15 (midian) Kolpin et al., (2002)
Chlortetracycline | 0.42 (midian) Kolpin et al., (2002)
Ciprofloxasine 0.02 (midian) Kolpin et al., (2002)
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5- Effets des substances phar maceutiques sur les écosystémes aquatique

Les recherches en écotoxicologie se tournent actuellement vers I’ étude des effets
sur les écosystéemes de composés actifs a de trés faibles concentrations (de I’ ordre de la
dizaine de ng/l). Du fait de leur activité biologique, ces molécules ont souvent les mémes
cibles moléculaires chez I"'homme et sur les espéces sauvages avec les mémes effets
indésirables, introduits dans I’ environnement, ces substances vont affecter par les mémes
voies les animaux ayant des tissus et organes cibles similaires. Des expérimentations
toxicologiques ont été réalisées pour déterminer les cibles spécifiques des substances
pharmaceutiques chez les vertébrés inférieurs et les invertébrés, basés sur I’ hypothese de
similitude des modes d'action. Dans cet objectif, des analyses in vitro sur modéles
cellulaires de poisson et sur modéles d'invertébrés sont dével oppés bien que la plupart des
tests écotoxicologiques ne prennent en compte que les effets aigus in vivo aprés une courte

exposition et plus rarement apres une exposition chronique.
5-1- Toxicité aigué

Des modéles mathématiques ont été développés pour estimer ou prédire les effets
écotoxicologiques. Le modéle le plus couramment utilisé est I'ECOSAR (pour ECOlogical
Structure Activity Relationship), c’est un logiciel micro-informatisé utilisé pour estimer la
toxicité aguatique des produits chimiques en fonction de leur structure stérique
(Sanderson et al., 2004b ; Cleuvers, 2005). Ces méthodes aident a I’estimation du
potentiel toxique ou a la compréhension du comportement d'un composé dans

I” environnement, mais ne peuvent remplacer les essaisin vivo et in vitro.

Quelques études de toxicité aigué sur les classes thérapeutiques les plus étudiées

précisent les concentrations toxiques:
5-1-1- Lesanti-inflammatoires AINS

Les données de toxicité varient pour chague compose. Le diclofénac semble étre le
composé ayant la plus haute toxicité aigué. Cleuvers (2003) et Ferrari et al., (2004) ont
montré que le phytoplancton réagit plus sensiblement (EC 50 (96h) : 14.5 mg/l) que le
zooplancton (EC «concentration efficace» 50 (96 h) = 22.43 mg/I.
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5-1-2- Lesneurotropes

La fluoxétine est le composé reporté le plus toxique avec une toxicité aigué de
I”ordre de EC 50 (48h, algues) = 0.024 mg/l (Brooks et al., 2003) et LC 50 ( 48h) = 2 mg/l
(Kummerer, 2004). Pour les organismes benthiques les LC 50 a 10 jours vont de 15.2
mg/kg de sédiment pour Chironomus tentans a 43 mg/kg pour Hyalella azteca (Brooks et
al., 2003). La fluoxé&tine semble affecter le phytoplancton plus fortement que les autres
organismes aquatiques. Le diazépam et la carbamazépine sont classés comme
potentiellement dangereux pour les organismes aguatiques car la plupart des données de
toxicité aigué sont en dessous de 100 mg/l. La toxicité aigué de la carbamazépine a é&té
établie a 17.2 mg/l chez Daphnia dont la croissance est inhibée & 12.7 mg/l (Thaker,
2005).

5-1-3- Lesantibiotiques

La toxicité des antibiotiques sur les algues vertes est moins marquée gque sur les
cyanophytes. L’ érythromycine et la clarithromycine, deux antibiotiques de la famille des
macrolides présentent toutefois des valeurs de toxicité tres faibles: CE50 72 h respectives
de 20 ug/l et 2 pg/l sur I’algue verte P. subcapitata (Isidori et al., 2005). Dans le cas des
algues vertes, les antibiotiques les plus toxiques sont donc les macrolides, suivis par
la streptomycine (aminoside anti-tuberculeux) et lalincomycine (lincosanide).

5-2 -Toxicité chronique

A | heure actuelle les données de toxicité chronique sont peu nombreuses. En effet
I’ anayse de tres faibles concentrations, la mise en évidence d’ effets sublétaux et lamise en
place de travaux sur des temps d’ exposition longs ne sont pas simples. De plus la toxicité

chronique induite par une molécule peut différer du mode d’ action de latoxicité aigué.

La toxicité chronique des substances pharmaceutiques est évaluée par des tests sur des
organismes de laboratoires tels les algues, le zooplancton et autres invertéorés et les poissons
(Garric et al., 2006).

Webb (2001) suggere, en comparant différents niveaux trophiques que, de maniere
générale, les algues seraient plus sensibles aux médicaments sélectionnés que Daphnia
magna et que les poissons sont les moins sensibles. 1l note également que les classes les

plus toxiques sont les antidépresseurs, les antibiotiques et les antipsychotiques avec des
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différences trés importantes au sein d’'une méme classe. La toxicité chronique de
I”ibuproféne sur D. magna et sur les mollusgues semble limitée, avec des valeurs de NOEC
del’ ordre du mg/l (Pounds et al., 2008).

Exemple: lesantibiotiques

Leur usage intensif en médecine humaine et animale présente deux conséquences
en matiere d'impact environnemental : la présence de résidus actifs et la sélection de
bactéries antibiorésistantes. Des bactéries antibiorésistantes (en plus de celles existant
naturellement) sont diffusées a partir des zones de séection prioritaire telles que les

élevages ou les établissements de soins.

Dans les pays industrialisés, Albrich et al., (2004) montrent une corréation positive entre
la quantité d'antibiotiques utilisés par habitant et le pourcentage de souches de Streptococcus
pneumoniae résistantes a la pénicilline et aux macrolides. La France apparait en tée des pays

particuliérement concernés par rapport a ses voisins européens.

Dans des eaux potables, dés 1978, Leclerc et al., (1978), montrent dans le Pas-de-Calais
gue 100% des Aeromonas hydrophila et 88% des Klebsiella pneumoniae résistent a I'ampicilline,
dans la Moselle, Schwartzbrod et al., (1983) constatent que 0.6 & 6% des Salmonella isolées sont

devenues résistantes a divers antibiotiques.

Dans les eaux usees d' élevage, Koenraad et al., (1994) observent 30% de
Campylobacter multirésistants. L’eau de mer n'est pas épargnée puisqu’aux Canaries,
Junco et al., (2001) isolent 42% des Enterobacter faecalis résistants a la tétracycline. La

clarithromycine présente une haute toxicité visavis del’algue verte (Isidori et al., 2005).
6- Toxicité des mélanges de médicaments

Certains auteurs tentent d appréhender le potentiedl synergique des mélanges
médicamenteux. Renner (2002) a montré qu’un mélange d’ibuprofene, de fluoxétine et de
ciprofloxacine posséde une toxicité sur les plantes, le plancton et les poissons a des
concentrations 100 a 200 fois plus faibles que celles des composeés seuls. Ceci suggere que
les composés apparaissant a concentration inférieures a leur NOEC peuvent contribuer a
I effet total du mélange. En comparant les effets individuels et I" effet mélange, I’ éude de
Cleuvers (2003) indique qu'il n'est pas possible de prédire I'effet des mélanges de

molécules.
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Le mélange carbamazépine / acide clofibrique suit les lois d’ additivité, alors que le

mél ange diclofénac /ibuproféne dépasse | es prédictions et montre une toxicité synergique.
7- Généralitéssur I’ xénobiotique utilisée : Paracétamol
7-1- Définition du Paracétamol

Le paracétamol (ou acetaminophene), découvert il y a plus d'un siecle, est
I’ antalgique le plus utilisé au monde (Bannwarth et Pehourcq ,2003) sans doute du fait
de sa parfaite tolérance aux doses thérapeutiques. Il appartient a lafamille des Antalgiques
non opiacés, de palier | de la classification de I'OMS. La totaité de son mécanisme
d action n’est pas completement éucide, mais il s agirait d une action principa ement
centrale (Remy et al., 2006).

Il semble inhiber la cyclo-oxygénase (Cox) au niveau du systeme nerveux central
sans action périphérique, raison pour laguelle il est dénue d effets anti-inflammatoires.
(Zou et al., 1999).

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

molécule il demeure encore certaines incertitudes concernant son mode d’ action.

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

modulation des messages nociceptifs (Viel et al., 1999).

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

action inhibitrice sur les voies de ladouleur (Bonnefont et al., 2003).
7-2- L’ origine du Paracétamol

Le paracétamol est d'origine synthétique. |l peut étre obtenu par I'acylation (Figure
02) du para-amino-phénol en solution dans |'acide éthanoigque (acide acétique), par |'action
de I'anhydride acétique a 100 °C (Clayden et al., 2003 ; M esplede et Saluzzo, 2004).
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Cette réaction d'acylation dépend du rapport des concentrations des réactants : a
concentrations équivalentes en anhydride acétique et para-amino-phénol, |e produit obtenu
est exclusivement mono-acétylé, c'est-a-dire du paracétamol pur. Mais en présence d'un
exces d'anhydride acétique, le produit obtenu est doublement acétylé et ne correspond pas
au paracétamol. Dans ce dernier cas néanmoins, |'hydrolyse suffit pour la transformation
du composé doublement acétylé en composé mono-acétylé, donc, en paracétamol.

OH OH
Synihése du paracétamol @ I'ncylation du pare-aminophénol avec

lanbydride acétigue donne du pavacSiamol et de acide acEtigue.

Figure 02 : Schéma dela réaction d'acylation du para-aminophénol avec I’anhydride

acétique donnedu paracétamal.

Le paracétamol peut étre aussi obtenu suivant une autre voie comprenant d'abord
une acylation de I'aniline (appelée aussi phénylamine) au moyen de I'anhydride acétique
(ou anhydride éhanoique), suivie d'une hydroxylation de I'acétanilide obtenu sous |'action
de I'acide ascorbique (L e M ar ec, 2005).

7-3- Caractéristiques du paracétamol
7-3-1- Caractéristiques structurales

Le paracétamol est un dérivé phénolique. Sa structure comporte donc un cycle
benzénique substitué par un groupement hydroxyle et un groupement acétamide en
position para. Le paracétamol ne comporte pas de carbone asymétrique et n'a pas de
stéréo- isomeres (Clayden et al., 2003).

7-3-2- Caractéristiques physico-chimiques

Le paracétamol est un acide organique faible (pKa = 9,5) tres liposoluble, qui se
présente sous forme de poudre cristalline, blanche, inodore et de saveur amere (Ellis, 2002
; Serrieet Thurel, 2002).
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Le paracétamol est soluble dans I'eau froide et peut atteindre la limite de 14,39/,
aors que dans I'eau chaude les 50g/l, et dans I'éthanol les 140g/l (Ellis, 2002).Sa masse
molaire est de 151,17 g/mol.
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1- Rappd sur la biodiversité microbienne

Un des aspects les plus fascinants et |es plus attrayants du monde microbien est son
extraordinaire diversité avec ces trois domaines d' étres vivants : Bacteria, Archea et

Eucarya.

e Le domaine Bacteria comprend un regne : le régne des Eubactéries (les vraies
bactéries).

e Le domaine Archea (du grec arkhaios, ancien) comprend aussi un regne: le regne
des Archaebactéries (les bactéries anciennes).

e Le domaine Eucarya comprend plus de quatre régnes qui incluent: les
champignons, les algues, les protozoaires.

e Les Archaebactéries, les Bactéries et les Eucaryotes d aujourd hui sont tous le
produit de milliards d’années de sélection naturelle et tous hautement adaptés a

I’ environnement actuel et aucun d’ entre eux n’est « primitif ».
1-1- Rappd sur lesprotistes

En systématique, selon la classification classique, le terme Protiste (du grec Protos
= Premier) désigne |'un des regnes du vivant regroupant tous les étres vivants mobiles et

unicdlulaires.

Les protistes furent lassés en trois embranchements principaux par Ernst Haeckel
en 1866 selon leur mode d' alimentation:

Q) les protozoaires, qui ressemblent a des animaux, sont hétérotrophes (dépend

des autres organismes pour se nourrir).

b) les algues, qui ressemblent a des plantes, sont autotrophes (fabriquent leur

propre nourriture).

c) les myxomycétes et les champignons aquatiques, qui sont apparentés aux

champignons, sont hétérotrophes.

Le régne des Protistes se divise généralement en deux parties. les Protozoaires et

les Protophytes.
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Les Protozoaires sont des organismes unicdlulaires, formant une entité
paraphylétique, ils possédent une cellule eucaryote (c'est a dire possédant un vrai noyau,
contrairement aux bactéries, dites procaryotes), tres différenciée qui remplit de nombreuses
fonctions nécessaires alavie et comportant des organites complexes. "vacuoles pulsatiles’,
"cils", "flagelles’ (Patter son, 1999).

On leur distingue cing sous-embranchements (Adl et al., 2005):

e LesActinopodes qui émettent de fins pseudopodes rayonnants.

e LesCnidosporidies sont des parasites dont e stade initial est un germe amiboide et
le stade final une spore pourvue d'un filament évaginable.

e LesRhizoflagellés qui comprennent les rhizopodes et les flagellés.

e Les Sporozoaires (ou Apicomplexes) sont dépourvus a I'état adulte d'appareil
locomoteur. Ce sont des parasites des cellules animales pourvus d'un complexe apical et se
reproduisant par sporogonie.

e LesInfusoaires ou Infusoires sont des protistes de grande taille (jusqu'a 300 um
pour la paramécie). Ils sont munis d'un macronucléus et d'un micronucléus. On y

distingue:
*Les Holotriches (paramécie).
*Les Spirotriches ayant une ciliature buccale en spirale adroite (Stylonichia).
*Les Péritriches ayant une ciliature buccal e en spirale a gauche (vorticelle).

Les protophytes sont des organismes vegeétaux unicellulaires ou a cellules peu
différenciées.
1-2- Phylogénie des Protistes

Les relations évolutives entre les divers groupes de protistes, e¢ méme la
composition de ces derniers, sont toujours un sujet de controverse. Cependant, certaines

propositions pour une phylogeénie naturelle ont été faites fondées sur les séquences d ARNr

et d’ autres techniques de biologie moléculaire (Purves et al., 2000).

Pour la classification phylogénétique moderne, le regne des protistes n'est plus

pertinent.
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Certains Protistes sont rattachés aux Opisthocontes d'autres a la lignée des algues
brunes (Straménopiles) ou a la lignée verte des algues et plantes terrestres (Chlorophyta),
d'autres protistes sont divises en lignées monophylétiques qui pourraient avoir rang de
regne. Enfin, la position d'autres protistes aux affinités incertaines est encore en cours

d'étude.

Au total les scientifiques reconnaissent aujourd’hui une soixantaine de lignées. De
plus, en phylogénétique moderne (figure03), végétal et animal deviennent des termes
obsolétes (Cavalier Smith et al. , 2003).
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Figure 03 : Position du genre Paramecium dans le systéme « Trois domaines »
(Woese et al., 2000).

2- Paramécie
2-1- Définition dela paramécie

Les paramécies sont des organismes unicellulaires (Protozoaires), de forme
oblongue,dont le corps uniformément couvert de cils (ciliés, holotriches) est fréqguemment
visible al’ ceil nu; en effet, leurs dimensions sont, selon les especes prises en considération,

comprises entre 70 et 350um.
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Le genre Paramecium inclut environ 15 espéces, actuellement enregistrées, mais

moins de 10 peuvent étre considérés comme Paramecium vrai.

En 1928, Wenrich définit les caractéristiques de 8 especes en termes précis : P.
aurelia, P. caudatum, P. multimicronucleatum, P. bursarja, P. calking, P. polycaryum,

P.woodr uffi et P.trichium.

Kahl (1935) a gouté la description de : P. traunsteineri, P. nephridjatum, P.
chilodonides, P. glaucum, P. putrjnum, P. chloreligerum, P. pyriforme et P.

pseudoputrinum.

Wichterman (1953) a fait une étude critique détaillée des 16 especes, mais 2
espéces enregistrées avant par Kahl (1935) (P. glaucum et P. pyriforme) non pas é&é

étudiées pendant que 2 autres espéeces (P. duboscquij et P. ficarium) ont été mentionnées.
2-2- Etat morphologique
2-2-1- Lecortex

Le cortex de la paramécie est composée dunités corticaes répétées
longitudinalement le long de la surface plusieurs milliers de fois. La rangée longitudinale
des unités est appelé cinétie. Le terme cinétosomes est utilisé généralement a la place du
“’corpsbasal’’ ou ‘’granules basaux'’. Une seule unité corticale consiste aun cil (attaché a
un cinétosome) ; a un systeme de fibres, notamment les fibres cinétodesmales et enfin un

sac parasomal (Beale and Preer, 2008). (figure04).
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Figure 04 : Représentation simplifiée du cortex dela paramécie (Beale and Preer,
2008). Chaque colonne constitue une cinétie qui s éend sur lelong du corpsdela
cellule. (Ici il y adescolonnesatrois unités).

2-2-2- L es noyaux

Comme la plupart des ciliés, la paramécie présente la particularité d'avoir un
appareil nucléaire en deux parties: un (ou plusieurs) petit noyau, le micronucleus, et un
gros noyau, le macronucléus. Le premier assure les fonctions sexuelles indispensables pour

engendrer des variations génétiques alors que le second dirige les fonctions trophiques.

Donc la paramécie (figure 05) possede deux noyaux contenant le matériel génétique

afonctions complémentaires :

e Le macronucléus : volumineux, polyploide, ovoide dont la fonction est
indispensable a la survie de la cellule car il assure toutes les fonctions végétatives. Il se
forme a chague génération sexuelle par des réarrangements programmeés de tout le génome
germinal, qui aboutissent a des chromosomes redessinés pour |'expression des genes.

e Le micronucleus : sphérique, de taille réduite, diploide et souvent difficile a
observer. Il subit la méose et transmet I'information génétique a la génération sexuelle
suivante (Cohen, 2007).
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Figure 05: Structured’une parameécie sous microscope (Génoscope, 2007).
2-3- Lesprincipaux caractéresbiologiques de la paramécie
2-3-1- biologie

Vivant dans un milieu hypotonique par rapport a son cytoplasme, la cellule absorbe
constamment |'eau de son environnement par osmose. L'exces d'eau dans le cytoplasme est
alors évacué gréace a des vacuoles pulsatiles, ou le cytoplasme se contracte périodiquement

pour expulser I'eau atravers la membrane plasmique.

Pour survivre, la paramécie effectue des échanges de matiére par diffusion avec le
milieu extérieur. La digestion se fait dans la cédlule, grace a un systeme de vacuoles
spécialisées (Benbouzid Hadad 2012).

2-3-2- Reproduction
L es paramécies se reproduisent (figure 06) par :

e Division cellulaire : les micronucleus se divisant par mitose, le macronucléus se

divisant simplement en deux micronucleusfils.

Page 19



Chapitrel| Etude bibliographique

e Conjugaison: la conjugaison des paramécies est un processus sexuel de
recombinaison génétique (des paramécies individuelles échangent un micronucleus
pendant la recombinaison), mais ce n'est pas un processus de reproduction. Les deux
mémes cellules débutent et achévent le processus et aucune nouvelle cdlule n'est créée
(Purveset al., 2000).

s Reéeorganisation cellulaire
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Figure 06 : cycle sexuelle et réor ganisation macronucléaire : Evénement cellulaire
(Meyreet al. ,2005).

2-3-3- Alimentation

La paramécie possede un mécanisme d’alimentation permanent constitué par une
cavité buccale (péristome) prolongée vers I’ arriere : le vestibule; ¢’ est une cavité tubulaire
invaginée dans I’endoplasme (I’endoplasme contient les organites de la nutrition: le
péristome et les vacuoles digestives) ou les aliments sont collectés par la combinaison de
I”action des cils couvrant le corps et les autres cils couvrant le vestibule, les paramécies se
nourrissent des organismes comme les bactéries et autres protozoaires (Samworth et
Morgan, 2000).

2-3-4- Respiration

Les paramécies sont avides d’oxygene, leur respiration se fait par des échanges

gazeux avec |I’environnement exclusivement par la surface corporelle car présentant un
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rapport surface / volume donc surface / masse corporelle élevé (Wehner et Gehring,
1995).

2-3-5- Mouvement

Les cils sont le mode de locomotion des paramécies. Ces dernieres peuvent diriger
les battements de leurs cils pour se déplacer en avant ou en arriere dans un mouvement
spiralé. Une paramécie peut effectuer un brusque retrait au contact d’ un obstacle.

2-4- Judtification du choix de Paramecium sp. Comme modéle biologique

Afin d étre largement utilisables, |es tests de toxicité doivent étre simples, rapides,
sensibles, répétables et peu chers (Giesy et al., 1989). Les especes utilisées lors de ces tests
sont choisies afin de répondre au mieux a ces critéres, qui se traduisent par les contraintes

suivantes :

e Letaxon est présent, abondant et facilement identifiable (Marchese et al., 1996).

e Sadistribution géographique est large (Bennett et al., 1992).

e |l joue un réle important dans le fonctionnement de |’ écosysteme (Kosmala et al.,
1999).

e Saculture et samanipulation sont ssimples (Taylor et al. 1991).

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

e |l est sensible au produit testé (M ¢ Pherson et al., 2000).

e |l est possible d' étudier les effets aigus et chroniques du produit et éventuellement

sa bioaccumulation (Chapman, 2001).

Paramecium sp. est I’une parmi de nombreuses especes qui soit susceptibles de
satisfaire au moins partiellement ces critéres. En effet, cette espéce eucaryote unicellulaire
est, d'une part, facile a cultiver, sa taille permet de suivre, a faible grossissement, cycle
cellulaire, conjugaison, comportement, sécrétion et morphogenese, et de cribler
visuellement des mutations touchant une gamme de fonctions cellulaires. Plusieurs
particularités biologiques en facilitent |'éude biochimique. D’autre part, le processus
d autogamie, qui produit des clones 100% homozygotes et simplifie I’analyse
toxicologique. L’ ensemble de ces données expérimental es nous ont donc conduits a choisir
Paramecium sp. Comme modéle d’ étude.
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1- Présentation des notions d’ espéces r éactives oxydantes et deradicaux libres

Un radical libre (RL) est une entité chimique (atome, molécule, fragment de
molécule) capable d’ exister sous forme indépendante, contenant au moins un éectron libre
sur sa couche externe (ou contenant deux électrons de méme spin dans une case
quantique), ce qui augmente considérablement sa réactivité par nécessité de se combiner
avec un autre éectron pour atteindre la stabilité selon un phénomene d’ oxydation (Finaud
et al., 2006b, Mac Laren 2007). Sa durée de vie est tres courte (quelques millisecondes
voir quelque nanosecondes) et il est symbolisé par un point qui indique ou I’ électron libre
se situe (Exemple: "OH) (Mac Laren 2007, Sayreet al., 2005, Goto et al., 2008).

Lesradicaux libres peuvent étres formeés par trois procédés :
1. Addition d’un électron libre a un non radical (NR +e—R").
2. Perte d’un électron par un non radical (NR - e —»R").

3. Scission homolytique d’une liaison covalente (A : B—>A"+B").

Laréactivité des RL dépendra des ééments en présence : si un radical rencontre un
autre radical, le produit sera un non radical (A*+B°—AB). Si un radical rencontre un non
radical, un nouveau radical sera formé (A'+B—A+B") et donnera |’ origine a une chaine
qui continuera jusgu’'a ce que le radical rencontre un autre radical ou un antioxydant
(Wolinsky 1998, Clarkson et al., 2000).

Plus récemment les espéces azotées actives (EAA ou RNS Reactive Nitrogen
Species) ont été définies comme un sous groupe d’ oxydants dérivés de I’ oxyde nitrique ou
monoxyde d’azote (NO). Ceci a poussé certains auteurs a parler de RONS (Reactive
Oxygen and Nitrogen Species) au lieu de ROS pour désigner I’ensemble des espéces
réactives oxydantes radicalaires ou non radicaares (Mac Laren 2007), que nous

désignons par I’ abréviation ERO.

Les principales espéces réactives oxydantes sont dérivées de I’oxygene et de
I’azote, et peuvent étre produites par le méabolisme cellulaire norma tout comme
pathologique ou par exposition environnementale (ex : tabagisme, ozone, alimentation,
température corporelle...) (Altan et al., 2003, Vergani et al., 2004, Kirschvink et
al.,2008, Bloomer et al., 2008).

Page 22



Chapitrelll Etude bibliographique

2- Définition du stress oxydant

Le stress oxydant est défini comme un déséquilibre entre les processus
biochimiques de production des ERO et ceux qui sont responsables de leur contréle et
élimination (Sayre et al., 2005, Bloomer et al., 2008, Browne et al., 2008, Power et al.,
2010).

Ce déséquilibre peut se produire quand le systéme de défense antioxydant est
surmeneé par I’augmentation des oxydants ou lorsgue les défenses sont affaiblies par une
carence d’ apport et/ou de production d antioxydants (Kirschvink et al., 2008). L’ équilibre
ou homéostasie redox est perturbé et les cellules deviennent vulnérables aux attaques par
les ERO (Mac L aren 2007).

Des concentrations tissulaires normales d’ antioxydants suppriment les processus
oxydatifs et protégent les tissus. Par contre, lorsque cette premiere ligne de défense
antioxydante n’est plus suffisante, des mécanismes secondaires sont recrutés pour réparer
les dommages subits et préparer les tissus contre les futures attagques oxydantes. Ces
meécanismes inclus les genes et les protéines induits par le stress tels que les proténes de
choc thermique (heat shock proteins) et les enzymes de réparations oxydantes comme les
glycosylases d ADN qui sont activées une fois les dommages subits (Stubbs et al.,2004)
(figureQ7).
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Systémes non enzymatiques (vit. C & E. caroténoides. polyphénols, GSH)
Enzymes (SOD, GPxX, catalase, peroxiredoxines)
Protéines de choc thermique

Glycosylases d’ADN

/

Molécules antioxydantes

l = Stress oxydant
/ (T production nette
d’oxvdants)

Molécules oxydantes

/

ROS : -radicaux libres (O,~.-OH, 'O,, ...)
- peroxydes (H,O,, ...)

Figure 07: Composantes de la balance entre les molécules anti- et pro-oxydantes.

GPx : glutathion peroxydase, GSH : glutathion réduit, H202 : peroxyde d’ hydrogeéne,
02 ~ : superoxyde anion, .OH: radical hydroxyl, ‘02 : oxygéne singlet, SOD :

superoxide dismutases.
3- Méthodes de mesure/ d’évaluation du stress oxydant

De par leur courte durée de vie et leur haute réactivité, les ROS sont difficilement
mesurables. Des méthodes directes existent mesurant les réactions impliquées en temps
réel mais elles sont difficiles et onéreuses(L es tecLarsson, C.A., et al., 2011) hniques
indirectes sont plus souvent utilisées et mesurent des biomarqueurs ou des produits finaux
des processus médiés par les ROS, donnant ainsi une estimation de I'importance du stress
oxydant. Ces biomarqueurs incluent les enzymes superoxyde dismutases, cataase,
glutathion réductase, glutathion peroxydase, les concentrations de glutathion et des
vitamines antioxydantes, la peroxydation des lipides, et la concentration en nitrite et de
protéines glycosylées de maniere non enzymatique. La mesure de la peroxydation des
lipides et de I’ oxydation des protéines sont les indicateurs les plus courants du dommage
oxydatif.
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Les ROS sont cytotoxiques et peuvent causer des dommages a la membrane
cellulaire, & la liaison des récepteurs a la membrane cellulaire, des dysfonctions
enzymatiques, et peuvent altérer des cascades de signalisation (ex. insuline, etc.) et activer

des processus tels que |” inflammation.
4- Principales ERO et mécanismes de leur production

Dans les mitochondries qui produisent en particulier des radicaux superoxydes
(‘Oy) et des H,0,, la présence simultanée d’ AGPI, de protéines, d’ oxygene, d’ éectrons, et
de fer, font des membranes mitochondriales un site particulierement sensible aux attaques
radicalaires (Wolinsky 1998, Kehrer 2000). L’ oxygéne est |’ accepteur final d’ électron en
provenance des substrats énergétiques, sa réduction ne peut se faire qu’ un électron alafois
(réduction univalente) et de ce fait il résulte une production inévitable d’ intermédiaires tres
réactifs. Il est estimé que 2 a5% de |’ oxygene consommeé est transformé en ‘O, (Clarkson
et al., 2000, Finaud et al., 2006b, Mac L aren 2007).

4-1- Leradical superoxyde ('O,)

Il est principalement formé lors de la chaine de transport des électrons, au niveau
des complexes | et Il de la membrane interne des mitochondries, sous I’influence du
coenzyme Q10 réduit, de I’enzyme NADH-déshydrogénase et en présence d’ oxygene
(Sayreet al., 2008).

Le radical superoxyde est également formé sous I’influence de métalloenzymes
endommageées ou atérées par mutation génétique, et peut étre produit par des NADPH
oxydases au niveau des membranes des cellules du systeme immunitaire ou il contribue a
I action bactéricide

4-2- L e peroxyde d’ hydrogene (H20O,)

Au niveau de la mitochondrie, sous I’ action catalytique du superoxyde dismutase
(SOD), le radical superoxyde ("O,) est réduit en peroxyde d’ hydrogene. L'H,O, bien que
N’ éant pas un radical libre joue un réle important dans | e stress oxydant.

Il est non ionisé et de faible charge ce qui facilite sa diffusion au travers des

membranes mitochondriales et cellulaires, ceci en fait un vecteur important de diffusion du
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radical hydroxyle ("OH), dont il est précurseur par réaction de Fenton/Haber-Weiss
(Clarkson et al., 2000, van Helden et al., 2009).

Son role facilitateur en fait un des agents les plus actifs des dommages causes par
oxydation aux macromolécules (Niess et al., 1996, Spiteller et al., 2006, Duarte et al.,
2007, Hempel et al., 2009).

4-3- Leradical Hydroxyle (OH)

Le radical hydroxyle est extrémement puissant et réagit indifféremment avec toutes
les macromolécules, auxquellesil aun acces facilité par I' H,O, (Duarte et al., 2007). Il est
produit a partir du H,O, ou de I’ oxyde nitrique, la réaction de Fenton/Haber-Weiss et les
myél operoxydases des cellules du systéme immunitaire en sont les sources principales. Le
radical hydroxyle est un des oxydants les plus réactifs du systeme biologique, toutefois, sa
courte ¥z vie d approximativement 10°° secondes en réduit considérablement la potentialité
(Clarkson et al., 2000, Finaud et al., 2006b, Vasconcelos et al., 2007, Goto et al., 2008).

4-4- e Monoxyde d’azote ou oxyde nitrique ("NO ou NO)

La grande production et distribution de I’oxyde nitrique, combinées a sa facile
réaction avec les ERO, lui assurent un réle central dans la régulation du stress oxydant
(Alvarez et al., 2003, Hellsten et al., 2007).

Sa rapide réaction avec le radica superoxyde ('O,) produit le trés réactif
peroxynitrite (ONOO-) qui est capable d' oxyder les macromolécules particulierement lors
d états pathologiques (Tsai et al., 2001, Marnett et al., 2003, Lamprecht et al., 2004,
Goto et al., 2008).

4-5- AutreseRO

Le singulet oxygene est une molécule d’ oxygene excitée par |’gout d un éectron
sous I'effet de la lumiere, I’ozone est formé par réaction photochimique entre un
hydrocarbone et le NO, ils ont été démontrés capables de causer des dommages oxydatifs
(Goto et al., 2008).
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5- Systéme antioxydants

Le maintien d'un niveau non cytotoxique de ROS est assuré par des systémes
antioxydants. Un déficit ou un dysfonctionnement de ces systemes engendre une
augmentation des dommages tissulaires. Les antioxydants sont des systémes enzymatiques
ou non-enzymatiques (Dr 6ge, 2002 ; Mates et al., 1999 ; Packer et al., 1997 ; Powers &
Lennon, 1999).

La plupart des antioxydants peuvent étre divisés en 2 groupes, hydrophobes ou
hydrophiles. Les hydrophobes constitués par les vitamines A, E, les flavonoides,
I"ubiquinol (Coenzyme Q10), la bilirubine, la mélatonine. Les hydrophiles comme les
glutathions, I'acide urique, la vitamine C, les thiols, les protéoglycans, |'acide
hyaluronique qui protege contre I’oxydation des lipides, des protéines, des sucres, et de
I”’ADN dans les milieux liquides (Halliwell 1991, Wolinsky 1998, K oolman et al., 1999,
Benitez et al., 2002, Vergani et al., 2004, , Kirschvink et al., 2008, Browne et al., 2008).

Figure 08: Répartition des principales défenses anti oxydantes dansla cellule.

(Mn-SOD) :superoxyde dismutase ,(Cu/Zn-SOD) :superoxyde dismutase
cytosolique,(GPx) : Glutathion peroxydase,(GSH) :glutathion réduit.
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5-1- Les antioxydants endogenes
5-1-1- Les antioxydants endogénes enzymatiques

Des enzymes comme les superoxydes dismutases (SOD), les catalases (CAT), les
glutathions peroxydases (Gpx), supportés par I’ action des enzymes glutathions réductases
(GR) et glucose-6-phosphate déshydrogénases, font partie du systéme de défense contre les
ERO.

L’ activité des enzymes antioxydants dépend de cofacteurs minéraux, qui sont le
zinc (Zn), le cuivre (Cu), le manganése (Mn), le séénium (Se) et le fer (Fe), et sont
qualifiés d antioxydants non enzymatiques indirects (Elosua et al., 2003, Morris et al.,
2003, Lyn Patrick 2006, Bleys et al., 2006).

Exemple: L’ activité catalase

La catalase est une enzyme présente chez tous les organismes aérobies. Chez les
eucaryotes, elle est principadement située a I'intérieur des peroxysomes (corpuscules
cytoplasmiques entourés d’ une membrane simple). Ces derniers contiennent également des
oxydases, génératrices de peroxyde d’ hydrogene. La plupart des CAT sont formeées de
quatre sous-unités i dentiques contenant chacune un ion Fe* situé dans un noyau héminique
(Pelmont, 1995). La CAT transforme le peroxyde d'hydrogéne en oxygene et eau

moléculaires selon la réaction suivante :
CAT-Fe(ll1) +H,0, — CAT-Fe(V)=0 + H,0
CAT-Fe(V)=0 + H,0, —»CAT-Fe(I11) + O, + H,0
5-1-2- Antioxydant endogéne non enzymatique

Ce groupe de systémes anti-oxydants renferme de nombreuses substances
endogénes parmi lesquelles on peut citer le glutathion, I’acide urique, la bilirubine, la
mélanine, la Méatonine, |’ acide lipoique. De tous ces composes endogenes synthétises par
les cellules, le plus important est sans doute le glutathion réduit (thiol majeur au niveau
intracellulaire) (Favier, 2003). La bilirubine est, quant a elle, capable de piéger les
radicaux peroxyles et I’ oxygene singuliet, protegeant ainsi I’ albumine et les acides graslies
al’albumine des attaques radicalaires (Neuzil et Stocker, 1993).
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Exemple 1: Le glutathion réduit (GSH)

Le GSH est formé a base d'un tripeptide (Glu-Cys-Gly ou acide glutamique
cystéineglycocole). Sous I’ action de la Gpx il désintoxique les ERO (H,0,, peroxynitrites,
peroxydes lipidiques, ...) en formant du GSSG (glutathion oxydé) composé de deux
molécules de GSH (Hellsten et al., 2007, Pittaluga et al., 2006, Douris et al., 2009).

Le GSH est capable de régénérer les vitamines E et C oxydées. Il peut se lier aux

métaux toxiques (mercure, arsenic,...) (Meister 1994, Hargreaves et al., 2002b).

Sous sa forme GSH, GSSG et de son ratio GSH/GSSG, le glutathion est utilisé
comme marqueur du systéme antioxydant et du stress oxydant, analysé par
spectrophotométrie (Margaritis et al., 2003, Wilber et al., 2004, Vergani et al., 2004, De
Moffartset al., 2007).

el
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SH

d-glutamyl cystéinyl glycine

Figure 09 : Glutathion réduit ou a-glutamyl-cystéinyl-glucine( d’apreés
Armstrong,1991).

Exemple2: L acideurique

L’ acide urique comme produit final du métabolisme des purines, augmente dans le
plasma lors d efforts physiques intenses, ou lors d’ une exposition a I’ hypoxie (atitude,
apnée, ischémie-reperfusion) (Baillie et al., 2007). Il a été propose comme un des
meilleurs antioxydants du plasmain vivo, ou il pourrait contribuer a 35-60% de la capacité
antioxydant totale (Johnson et al., 2009). L’acide urique peut étre oxyde en différents
produits dont le prédominant est |’ allantoine qui  augmente également dans les muscles en
cas d effort (Hellsten et al., 2001), puis est régénéré par la vitamine C (Vasconselos et al.,
2007).
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5-2- Antioxydants exogenes ou nutritionnels ou nom enzymatique
5-2-1- Vitamines
5-2-1-1- Vitamine E

La vitamine E agit directement sur une grande variété d ERO pour former un
radical peu réactif. Par la suite la vitamine E oxydée pourra étre reconvertie principal ement
par la vitamine C, mais également par d’ autres composés comme le GSH, la vitamine A et
I"'ubiquinol. La vitamine E est liposoluble et a éé démontrée comme le principal
antioxydant dans les membranes des cellules, en particulier celles des mitochondries
(Morris et al., 2003). Elle pourrait augmenter |’ activité des SOD et des CAT (Margaritis
et al., 2003, Lyn Patrick 2006).

5-2-1-2- Vitamine A

Le bétacarotene est le principal précurseur de la vitamine A. Les autres
caroténoides peuvent étre de puissants antioxydants, mais ils sont moins connus et
abondants (Shils et al., 2006). La vitamine A est responsable de la neutralisation de
singulet d oxygéne, d anion superoxyde, de peroxynitrites, de radicaux lipidiques et son

action se fait dansles milieux lipidiques.

Lavitamine A agit sur les ERO en formant un radical de vitamine A qui pourraagir
comme antioxydant en réagissant avec un autre radical pour former un non radical, ou sera
régénéré en vitamine A (Bleys et al., 2006, Fisher-Wellman et al., 2009).

5-2-1-3- Vitamine C

La vitamine C ou acide L-ascorbique est hydrosoluble. Elle est considérée comme
le plus important antioxydant (Koolman et al., 1999). Son action est directe et indirecte,
elle agit directement sur les ERO (superoxydes, hydroxyle, singulet oxygene, radicaux

lipidiques) et indirectement par son action de régénération de lavitamine E et du GSH.
6- Dégatscellulaires

Les dommages induits par les ROS sont : une peroxydation des lipides (Hulbertl,
2005 ; Pamplona et al., 2000), une oxydation des protéines (Levine, 2002 ; Peng et al.,
2000), des mutations de 'ADN (Richter et al., 1988). Ces atérations peuvent conduire

Page 30



Chapitrelll Etude bibliographique

a des pertes de fonction et dintégrité, voire a la mort cellulaire notamment par
I'intermédiaire de |'apoptose (mort cellulaire programmée). Les ROS initient également

I'apoptose en activant I'ouverture du pore de transition de perméabilité (PTP) (Figure 10).

Péroxynitrite lon
superoxyde
Radical Oxygéene
hydroxyle singulet
Radicaux
libres
Vieillissement Altérations
subcellulaires

Détérioration Oxydation des
des acides gras protéeines

e Peraxydation lipidique
e Degradation de la membrane cellulaire

Mort cellulaire (apoptose)

Figure 10 : Dégats de stress oxydative.
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Matériels et Méthodes Etude expérimental

1- Matériels
1-1- Matériels biologique
Le matériel biologique utilisé dans notre étude est le protiste cilié : Paramecium sp.

Les différentes espéces de paramécie ont été connues depuis plusieurs années, mais
cest en 1950 et gréce aux contributions de Fauré-Fremiet (1924) que le genre
Paramecium doit sa position systématique en tant que cilié. Ses observations ont été
confirmeées par Corliss (1961) et Roque (1961).

D’apresMller, 1773 (Cudmore et al., 1977), les paramécies appartiennent au :
Régne : Protista
Embranchement : Ciliophora
Classe : Oligohymenophora
Ordre : Peniculida
Famille : Parameciidae
Genre : Paramecium
La systématique actuelle du genre Paramecium, apres Corliss (1961) et Honigberg
(1964), peut étre établie comme suit :
Phylum : Protozoa
Subphylum : Ciliophora
Classe: Ciliate
Sous-classe : Holotrichia
Ordre : Hymenostomatida
Sous-ordre : Peniculina

Famille : Parameciidae
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Paramecium caudatum, espéce la plus courante et la mieux connue, de plus elle est
largement utilisée comme matériel de recherche (Beaumont et Cassier, 1998).

Figure 1l : Structured’une paramécie.
1-2- Matériels chimique

L’ xénobiotique utilisés dans notre étude correspond a une molécule chimique de
Type : N-(4-hydroxyphényl)-acétamide. Le paracétamol, de formule brute CgHgNO,, est la
dénomination commune internationale (DCI) de la substance active de plusieurs specialités
pharmaceutiques de la classe des antal giques-antipyrétiques dont la structure moléculaire

Weg

Figure 12 : Formule chimique du paracétamol (L echat, 1978).

est la suivante (Figurel2).

Les caractéristiques physicochimiques du Paracétamol sont regroupées dansle
tableau (02).
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Tableau 02 : Caractéristiques Physicochimiques du Paracétamol (Mac Kéllar,

1991).
Formule Masse | PKa Solubilité DL50
brute molaire

Soluble dans |'acétone, I'éthanal, | 2 400 mg/kg Rat
le méthanol. Beaucoup plus | oral.

151,1626 '

CaHoNO, 95 soluble dans I'eau chaude 800 mg/kg
g/mol Souris 825
mg/kg (Chien)

Cette molécule chimique de synthése a été testées aux concentrations de: 0.4, 0.6,
0.8, 1.2¢et 1.4mg. Ces concentrations ont été retenues apres plusi eurs tests toxicol ogi ques.

2- Méthodes
2-1- Physiologie

La grand diversité des espéces aquatiques et des médicaments testé rend difficiles
les comparaisons d’ une étude al’ autre, ce qui suggerent que le suivi de certains paramétres
comme la cinétique de croissance, le pourcentage de réponse, le taux de mortalité de ces

especes donnera des informations sur la physiologie de I’ organisme a un temps donné.
% Objectif du travail

L’ objectif de ce travail est d'étudier les effets du Paracétamol sur un modée
cellulaire aternatif Paramecium sp, d abord en raison de la forte similitude entre le
meétabolisme des paramécies et |es cellules de mammiféres ensuite du fait que ces cellules

peuvent rendre compte d’ éventuelles alterations du milieu aussi minimes soient-elle.
2-1-1- Préparation de culture de paramécies

Nous avons utilisé la technique de Beaumont et Cassier (1998)qui comprend :
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a- Uneculture mixte

» ldentification de paramecium sp

Les principales clés d’identification des paramécies citées par Wichter man(1953)

sont :

e Laforme générale delacellule (trapue ou alongee).
e Lenombre de micronoyaux.

e Laforme du macronoyau.
L’ observation microscopique (figure 13) nous apermisde:

e Laprésence de deux micronucleus.

e Uneforme généraefine et allongée.

Cesobservation : Lataille, laforme générale, ainsi que le nombre de micronucleus,

nous permettent de conclure qu’il s agit bien de Paramecium sp.

Figure 13 : Paramecium sp obser vée sous micr oscope optique (x40).
b- Uneculturepure

Afin de suivre pendant plusieurs semaines la croissance d'une paramécie et obtenir
un grand nombre de ces protozoaires ciliés il est nécessaire de réaliser des cultures pures,
Wichtrman, 1953.

Nous avons préparé le milieu de culture selon la méthode de Beisson et al .,(2010).

En utilisant I’ autoclave (Figure 14).
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2-1-2- Protocoles expérimentaux mis en place
2-1-2-1- Cinétique de croissance cellulaire

Pour suivre pendant plusieurs jours la descendance d’ une paramécie et réaliser sa

courbe de croissance nous somme suivie la technique décrite par Beisson et al., (2010).

Il s'agit d’une méthode de comptages manuelle des cellules vivantes présentes
dans chaque échantillon en fonction du temps.

Les cellules sont repiquées  pour maintenir une bonne culture, la culture de
Paramecie sp est placée dans des tubes a a une température de 28°C (dans I’ éuve,
figure 15). Chague tube contient 10 ml du milieu de culture, auxquels on goute 10ml

parameécies.

L’opération est effectuée sous microscope optique sur une lame striée au

grossissement x 10, selon le protocole suivant :
Ton—Observation microscopique + comptage de cellules
T24n — Observation microscopique + comptage de cellules
Tash —Observation microscopique +comptage de cellules
T7on— Observation microscopique +comptage de cellules
Toeh — Observation microscopique +comptage de cellules
2-1-2-2- Traitement par le Paracétamol

On utilise quatre concentrations croissants de Paracétamol (0.4, 0.6, 0.8, 1.2¢t1.4)
mg mesuré par la balance de précision (figurel6), les concentrations retenues pour le
traitement sont le résultat de plusieurs testes, le suivi de la croissance par le
dénombrement quotidien des paramécies se poursuit jusgu'au troisiéme jour (72h),

(observation microscopique).

Nous avons réalisée des testes sur des aliquote de 20ml de culture de paramécie

sachant que chague testes est répété trois fois. Les cultures sont disposees dans des erlen
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meyer stériles et bouchés, a une température de 28°c. La densité cellulaire est de 87

cellules/ul correspondant a la phase exponentielle de la courbe de croissance de
Paramecium sp atteinte au bout de 3 jours.

“+ Protocole expérimental

Paramécies traitées par la molécule de Paracétamol

Témoin 0.4mg/| 0.6mg/| 0.8mg/l 1.2mg/l 1.4mgl/l

2-1-2-3- Pour centage de réponse

Le pourcentage de réponse est paramétre pour suivre les effets de différentes
concentrations de Paracétamol sur les cellules de paramécies sp, sachant que les valeurs
positives de pourcentage de réponse indiquent une inhibition de la croissance tandis que

les valeurs négatives indiquent une stimulation de la croissance (Wong et al., 1999).

L e pourcentage de réponse est basé sur |’ équation suivante :

Pour centage de Réponse = [(Nc- Ne)/Nc] x 100

Ou:

Nc : Nombre des cellules témoins.

Ne : Nombre final des cellules traitées.
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2-1-2-4- Taux de mortalité

Le suivi du taux de mortalité est éffectué par dénombrement quotidien des
parameécies jusgu’ au troisieme jour (72h). Ce taux est calculé selon la méthode d’ Abbot.

(1925) selon laformule suivante :

X—y

x 100

X = Nombres de cellules vivantes témoins.
y = Nombre de cellules vivantes traitées.
2-2- Dosage des paramétres biochimiques ou dosage des métabolites

La rédisation des différents dosages (protéines, lipdes et glucides) nécessite le
prélévement d’un nombre rel ativement identique de cellules de paramécies. Ce pendant, Le
traitement se fait au quatrieme jour de la culture (fin de la phase exponentielle) pour éviter
toute influence sur la croissance. Le début du dosage, pour chaque paramétre, a lieu trois
heures aprés le traitement par e paracétamol.

+ Objectif du travail

Nous nous sommes intéressés a étudier les principaux métabolites cellulaires
(protéines, lipides et glucides) afin de mieux comprendre I’ effet du paracétamol sur les

parameécies.
2-2-1- Dosage des protéines et deslipides

Le dosage des lipides, protéines pour les cinques traitements ainsi que pour les

témoins est réalisé selon le protocol e expérimental suivant (Shibko et al., 1966) :
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3ml milieu de culture
4+
Iml (TCA 20%)
Broyage

Centrifugation (5000tr x10 min) par la centrifugeuse (figure 17)

! !

Surnageant | Culot |
1ml ether / chloroforme
/1, VIV)
|
Surnlageant I Culot*

(Aliquote 100pl) LirelaDO a 595 nm

LireIan) a530 nm Protéines
Lipides (Goldsworthy, 1972) (Bradford, 1976)

2-2-2- Dosage des glucides

La concentration en carbohydrates dans les aliquote de cultures est déterminée
selon la méthode de Dubois qui utilise le phénol et I’ acide sulfurique concentré (Perrine
Pasquier, 2011).

Lorsque les sucres sont mis en contact avec du phénol et de I’acide sulfurique
concentré, une couleur jaune orange apparait. Cette coloration est stable et fonction de la

concentration en carbohydrates (Perrine Pasquier, 2011).

Nous avons préparés une solution mére de glucose de 100 mg/l. A partir de laquelle
des solutions filles de concentration connue : 80 mg/l, 60 mg/l, 40mg/l ,20 mg /I ,10 mg/I|

sont préparés.
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Le protocol e opératoire de dosage des glucides est |e suivant :
1ml de Phénol a5% m/V + 1ml d échantillon d'eau
Homogénéisation au vortex
+ 5mL d’ acide sulfirique concentré
Mise au Bain marie a 100°C pendant 5 min (figurel8)
Mise 30 min al’ obscurité
La Lecture a492nm contre un blanc réactif.
Protocole de dosage des glucides (Anthony, 2004).
2-3- Dosage des biomar queur s de stress oxydative

Le devenir des xénobiotigue dans les organismes dépend de divers voies
métaboliques mises en jeu face a I’ agression de ces agents (vidal, 2000).En générae les
changements engendrés par la présence d un xénobiotique dans |’ organisme sont de deux
types : lamobilisation au nivaux moléculaire (protection de I’ organisme par transformation

de contaminant en une forme inoffensive et facile a excréter).

La deuxiémes variante est I'induction des effets toxiques qui sont dus, soit au
xénobiotique lui —méme, soit dus aux métabolites produit de la biotransformation de ce
contaminant (presente une toxicité plus élevée que la substance d' origine (van der Oost et
al., 2003).

+«» Objectif du travail

L’ objectif de ce travail est de mettre en évidence un stress oxydative potentiel
induit par le paracétamol sur paramecium sp. Et ce a travers le suivi de certains

biomarqueurs du stress aux niveaux cellulaires.

Pour cela, nous nous somme intéressés aux :

e Le glutathion qui est le compose réducteur soufré le plus abondant dans le

compartiment intracellulaire (Pompella et al., 2003).
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e Lacatalase qui est une enzyme présente chez tous les organismes aérobies.
2-3-1- Dosage du glutathion (GSH)

Le taux du glutathion (GSH) est quantifié selon la méthode de Weckberker &
Cory (1988), dont le principe repose sur la mesure colorimetrique de I’ acide 2-nitro 5-
mercapturique, resultant de la reduction de I'acide 5-5'-dithio-bis-2-nitrobénzoique
(DTNB) par les groupements thiol (-SH) du glutathion mesure a une longueur d onde de
412 nm.

La concentration du glutathion est obtenue apres application de la formule

suivante :

DO x1 x155
" 1310DxQ8xQ5xNy

UM/ ng)

1: Levolumetotal des solutions utilisées dans |a déprotéinisation.

1,525: Le volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du
surnageant (0,5ml surnageant + 1ml TrissEDTA + 0,025m|I DTNB).

13100 : Coefficient d’ absorbance (concernant le groupement (—SH) a 412 nm).
0,8 : Le volume de I’homogénat.
0,5 : Le volume du surnageant.

Mg : quantité de protéine.
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2-3-2- L’ activité catalase
2-3-2-1- Principe de dosage

La catalase est dosée par la méthode spectrophotométrique décrite par Boscolo et
al., (2003). Il s'agit de mesurer la chute d’absorbance liée a la disparition du peroxyde

d hydrogeéne, le substrat de I’ enzyme.
2-3-2-2- Protocole expérimental

La mesure de I'activité catadlase (CAT) est réalise suivant la méthode de la
décroissance de |’ absorbance enregistrée pendant trois minutes (Spectrophotometre, figure
19) pour une longueur d’onde de 240nm et un coefficient d’extinction linéique molaire
£=39400 Mt.cm™.L.

Pour un volume final de 3ml, le mélange réactionnel contient : 100ul de I’extrait
enzymatique brut, 50ul de peroxyde d’hydrogeéne H»0, a 0,3% et 2850ul de tampon
phosphate (50mM, pH= 7,2). L’ éalonnage de I’ appareil se fait en |’ absence de I’ extrait
enzymatique. La réaction est déclenchée par |’ addition d’ eau oxygénée. L’ activité catalase

est exprimée en umol/min/mg de protéines.

L’ activité catalase est calculée par laformule suivante :

(ADO X 10)

X (umol 'mn /mg prot) =

gx L» 0.05*mg de protéine

Ou DO est ladensité optique et 0,040 est le coefficient d’ extinction de |’ eau oxygéneée.

X : umoles de H202 consommées par minute et par mg de proténes

L : Longueur de la cuve utilisée (1cm).
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Figure 14 : L’ autoclave. Figure15: Etuve.

Figure 16 : Balance de précision. Figure 17 : Centrifugeuse.
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Figure 19 : Spectrophotometre. Figure 20 :pH-métre.
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Résultats et discussion Etude expérimental

1- Résultats
1-1- Physiologie
1-1-1- Courbede croissance

La courbe de croissance obtenu nous permet d’avoir des données quantitatives, La
figure (21) représente I’ évolution du nombre de cellules, en fonction du temps, traduisant

ans lesvariations de la croissance cdllulaire.

350

300

/

/

/
/

L g

Nombre total de cellule(X10%/ml)

w1
o

1h 24h 48h 72h 96h

Temps (heurs)

Figure 21: Cinétique de la croissance des paramécies en fonction du temps.

Nous constatons une croissance normale des paramécies dont le nombre est de
50x10%cellules & T, correspond & phase de latence, puis une phase trés rapide qui dure
presque 2 jours, caractérisee par une augmentation exponentielle du nombre de cellules
pour atteindre & lafin de cette phase un nombre de 299x10” cellules, cette phase est sLivi
par une troisiéme phase stationnaire dont le nombre de paramécie atteind 300x10%cel lules

ou le nombre de cellules demeure constant.
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1-1-2- Effet du Paracétamol sur la cinéique de croissance

La figure (22) illustre I’ évolution du nombre de paramécies en fonction du temps

en présence de concentrations croissante du xénobiotique.

500
450 -
400 /
350 /

300 Temoin

//—\
250 ///\\ =—0,4mg
200 /// - \ ——0,6mg
150 / —(0,8Mmg

—1,2mg

100 -
\\\ w1 AMg
50
\

Oh 1h 2h 3h 4h 24h  48h  72h

Nombre totals des cellules (X10%/ml)

Temps (heurs)

Figure 22 : Cinétique dela croissance des paramécies traitées au Paracétamol.

On observe que dés la mise en contact du xénobiotique avec les cellules et jusqu’ a

1h de traitement le nombre de cellules témoins et traitées évoluent de maniere similaire.

Entre 1h a 24h de traitement au Paracéamol, nous constatons une différence dans
I”évolution de la courbe de croissance, une diminution de croissance est remarquable en

fonction du temps surtout pour lesforte concentrations (0.8, 1.2 et 1.4mg).

Au dela 24h de traitement, cette diminution est bien confirmé, pour le nombre de
cellules traité par les plus forte concentrations (0.8, 1.2 et 1.4mg), aprés 48h de traitement
la croissance subit une inhibition totale. Alors que pour les faibles concentrations la

diminution de nombre des cellules n’ est observée qu’ apres 438h.
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1-1-3- Effet du Paracétamol sur le pourcentage deréponse (PR)

La figure(23) montre que I'évolution de pourcentage de réponse chez les
paramécies est dose-dépendant.

100 -~
90 -
X
Y 80 A
S
8 70 -
- 60 -
S
@ 50 -
& 40 -
[=
§ 30 A
3 20 -
Q
10 + I
0 yd
0,4 0,6 0,8 1,2 1,4
Paracétamole (mg)

Figure 23: Pourcentage deréponse des paramécies traitées avec des concentrations
croissantes de Par acétamol.

Nous remarquons que le pourcentage de réponse est positif pour toutes les
concentrations de Paracétamol testées, ce pourcentage est respectivement 40%, 50%,
67%, 85%, 91% pour les concentrations croissants de Paracétamol, ces valeurs positives
confirment I’ inhibition de croissance chez les paramécies traités.

1-1-4- Evaluation du taux de mortalité

Le tableau (03) montre I’ évolution de taux de mortalité des paramécies en présence
de concentrations croissantes de Paracétamol.
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Tableau 03: Evolution de taux de mortalité chez les paramécies traitées avec des
concentrations croissantes de Paracéamol en fonction du temps.

Par acétamol (mg)

0.4 0.6 0.8 12 14
Temps (heurs)
1 1.92% 1.92% 7.69% 10.57% 12.5%
4 10.16% 25.42% 34.74% 39.40% 41.10%
24 8.57% 20.10% 45.04% 35.53% 58.17%
48 20.94% 34.11% 56.47% 68.70% 70.58%
72 42.98% 53.07% 69.73% 88.15% 94.73%

Nous remarquons qu’ aprés 1h de traitement, le taux de mortalité des paramécies est
tres faible et atteint 1.92% pour les traitées avec la concentration de 0.4mg alors que il

augmente pour atteindre 12.5%pour les traité avec la plus forte concentration de 1.4mg.

Apres 72h de traitement le taux de mortalité est hautement augmenté, il est proche
de 94.73 % pour les paramécies traitées avec la plus forte concentration (1.4mg).cette

augmentation est toujours dose- dépendant.
1-2- Dosage des métabolites
1-2-1- Effet de concentrations croissantes de Paracétamol sur letaux de protéines

Afin de suivre les différentes activités enzymatiques impliquées dans la
métabolisation et/ou la détoxication du xénobiotique, nous avons procédé en premier lieu
al’évaluation du taux de protéines totale. La figure (24) représente I’ évolution du taux de
protéines en fonction du temps et en présence des concentrations croissantes de

Paracétamol.
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Figure 24 : Effet du Paracétamol sur letaux desprotéinesen fonction du temps.

Nous remarquons que les taux de protéines totale augmente d’une maniére tres
remarquable durant le traitement, nous constatons aussi que cette augmentation est dose-
dépendante.

1-2-2- Effet de concentrations croissantes de Paracétamol sur letaux des lipides

La figure (25) illustre les variations de taux de lipides en fonction du temps en

présence de concentrations croissantes de Paracétamol.
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Figure 25 : Effet du Paracétamol sur letaux deslipidesen fonction du temps.

Nous constatons une diminution de ce taux a partir de 24h de traitement en
comparaison au témoin, sachant que nous avons observé que cette diminution est dose

dépendant.
1-2-3- Effet de concentrations croissantes de Paracétamol sur letaux des glucides

La figure (26) représente les variations du taux de glucides observées chez les

paramécies témoins et traitées avec des concentrations croissantes de Paracétamol.
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Figure 26 : Effet du Paracétamol sur letaux des glucides en fonction du temps.

Nous avons enregistré une déplétion des glucides trés remarquable surtout pour les
fortes concentrations de xénobiotique qui diminue de maniére trés importante surtout

pour la dose 1.4mg qui atteint 59mg/ml.
1-3- Dosage des biomar queur s de stress oxydatif
1-3-1- Effet de concentrations croissantes de Paracétamol sur letaux de GSH

Lafigure (27) montre |’ évolution du taux de GSH en fonction du temps en présence

des concentrations croissantes de Paracétamol chez les paramécies.
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Figure 27 : Effet de Paracétamol sur letaux de GSH.

Nous remarquons une diminution du taux de GSH apres traitement par différents

concentrations de Paracétamol.

Cette diminution est trés remarquable aprés 48h de traitements qui est de maniére

dose-dépendante.
1-3-2- Effet de concentrations croissantes de Par acéamol sur |’ activité catalase

Le suivre de |'évolution de I’ activité catalase au cours de I’ expérimentation est

illustré dans lafigure (28).
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Figure 28 : Effet de Paracétamol sur I’ activité catalase.

Nos résultats montrent que cette activité augment de fagcon progressivement selon
la dose et le temps d exposition donc elle est dose-dépendante. Cette augmentation est
particulierement observée chez les paramécies traitées avec les plus fortes concentrations
de Paracétamol (0.8, 1.2et 1,4) et ce par rapport au témoin apres 72h de traitement, aors

chez les témoins, |’ activité catalase ne subit aucune variation et reste constante.
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2- Discussion

Nous tenterons dans cette étude de suivre un composé pharmaceutique, largement
utilisés dans les milieux médicaux, et de mettre en évidence leurs effets sur les parameétres,
biochimiques et physiologiques des modeles biologiques non cibles considérés comme
d excellents modeles aternatifs mais également des bio-indicateurs de la pollution. Notre
choix s est porté sur des protistes ciliés. Paramecium.sp.

D’ abord dans notre étude nous nous somme étudiés la cinétique de croissance de
Paramecium sp vise a établir un modele de croissance bien défini mettant en évidence avec
précision les différentes étapes d'une courbe spécifique a cette espéce de protozoaires

ciliés.

Le rythme de la courbe de croissance dans le modéle établi par nos expériences est
comparable a celui des bactéries décrites par Prescott et al., (2003). Les étapes de la
courbe de croissance sont les mémes dans les deux types d'organismes malgré que la
croissance bactérienne est plus forte et plus rapide que celle des paramécies de point de

vue nombre, vitesse et |e temps de génération (Dreidt et al., 1994 ; Prescott et al., 2003).

Dans ce travail nous nous sommes auss intéressés a la toxicité d’une molécule
utilisée largement comme antipyrétiques : le Paracétamol sur un modele biologique
dternatif & savoir la paramécie. Pour cela nous sommes intéressés en premier lieu al’ effet
de ce xénobiotique sur la croissance cellulaire qui est un parameétre qui rend réellement

compte de latoxicité d un xénobiotique (Sauvant et al., 1999; Perez-Rama, 2001).

Apreés le traitement par le Paracétamol nos résultats montre que quelque soit la
concentration de xénobiotique, la croissance est inhibée en fin de traitement (72h). La
toxicité se manifeste en premier lieu par une importante diminution du nombre de cellules
qui est dose dépendant en fonction du temps d exposition et ce des le début du traitement.
Ceci nous amene a confirmer I'influx du Paracétamol a I’intérieur des cellules, malgré la
présence de la paroi cellulaire qui constitue une barriere contre I'entrée massive de
xénobiotique mais qui reste néanmoins perméable (Beaumont et Cassier, 1998). Nos
résultats sont en accord avec ceux de Cleuvers, (2003) qui a montré que |’ Ibuprofene
inhibe la croissance de Desmodesmus subspicatus a la concentration de 315 mg/L et

immobilise les Daphnia magna a 108 mg/L.
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Nos résultats sont en accord avec ceux de Bouaricha et al ., (2013) qui ont étudié
la toxicité du Proclaim (biopesticide) sur les paramécies et ceux de Sbartai et al., (2009)
qui ont testé I'effet du Bifenazate et de I'indoxacarbe (pesticides) et qui ont mis en
évidence I'importance du facteur -croissance des paramécies- en toxicologie cellulaire, cet
effet de Paracétamol sur la croissance cdllulaire, est renforcé par le pourcentage de
réponse (Wong et al., 1999),qui un paramétre confirment bien I’ évolution des courbes de
croissance des paramecies traitées par les différentes concentrations de xénobiotique

utilisés.

Nos résultats montre aussi que il ya une inhibition de croissance cellulaire
traduisant par le taux de mortalité des paramécies exposé au Paracétamol qui al’ origine
d une forte mortalité. Ces résultats sont en accord avec ceux de Quinn et al., (2008) et
Kim et al., (2009) qui ont montré que |’ Ibuprofene tue 50 % des Thamnocephalus
platyurus, des Hydra attenuata et des Oryz as lati pes respectivement aux concentrations 19
mg/L, 22 mg/L et plus de 100 mg/L.

Nous avons constaté que I’addition de Paracétamol au milieu induisant une
augmentation du taux des protéines totales, cette augmentation est toujours dose-

dépendant.

Les protéines subissent des modifications au cours du stress oxydant, sous |’ action
des radicaux libres oxygénés (Stadtman ,1990; 1993).1l sensuite plusieurs types de
modifications : fragmentation de protéine, oxydation des chaines |latérales des acides amine
et formation de liaisons croisées entre deux protéines (Bonnefont, Rousselot et al.,2001)
tous les acides aminés peuvent étre oxydés: ainsi la méthionine peut se transformer en
méthionine sulfoxyde et la tyrosine en nitrotyrosine. Les protéines constituées de ces
acides aminés oxydeés peuvent I’ ére de facon irréversible ou non. En effet dans le cas de
I” oxydation des méthionines, celle-ci peuvent étre régénérées par des enzymes méthionines

sulfoxyde réductase.

L’ attaque des radicaux sur les fonctions thiol(SH) des cystéines conduite a la
formation de pontes disulfure (S-S) modifiante la structure de la protéine. Ces
modifications peuvent conduire a la perte de la fonction de I’ activité de la proténe (Dean
et al., 1997) et il en résulte que les protéines modifiées deviennent plus sensible a |’ action
des protéase et son donc éiminer par le protéasome. Notre hypothése est que
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I’augmentation du taux de protéines totales pourrait étre liée au déclenchement du
processus de détoxication atravers |’ induction de la transcription des génes des enzymes.

Cesrésultats vont dans le méme sens que ceux de Peccini et al., (1994) ; M asaya et
al., (2002) qui ont mis en évidence une augmentation significative du taux de proténes
totales sous I’ effet d’un stress chimique chez des modeles biologiques différents (tétards,
protistes ciliés, lapins),nos résultats sont en accord aussi avec ceux de Benbouzid(2012)
qui mis en évidence une stimulation du taux de protéine totale chez Paramecium sp traité
par des pesticides, Grara(2011) également a montré une perturbation du taux de
protéines, chez des escargots traités par des métaux lourds ,une augmentation des taux de
protéines carbonylées hépatiques chez le rat aprés une exposition sub-chronique a un
insecticide le malathion a été mise en évidence par Possamai et al .,(2006). Ainsi ces
résultats vont dans le méme sens gque ceux de Benbouzid (2012) et Boulassdl (2014) qui
ont respectivement mise en évidence une stimulation de taux des protéines totales chez les
Paramécium sp en présence des agents thérapeutique de synthése et des AINS.

Nous avons également mis en évidence une diminution du taux des sucres totaux en
présence de Paracétamol, ce qui en accord avec les travaux de Cherait(2015)qui a éudie
I’effet d’un Nifedipine sur Saccharomyces cerevisiae, et (Boulassdl et al.,2013) qui etude
I’effet du Paracétamol sur Paramicium tetraurelia cette diminution du taux des sucres
peut étre expliquée par I’activation de I’AMPK qui va stimuler les vois cataboliques et
inhiber les vois anaboliques (Foretz et al., 2006) mais auss par leur hydrolyse afin de

produire certains molécul es clés dans la décence antioxydant cellulaire telle que NADPH.

Pour les lipides, nous avons auss montré une déplétion du taux de ces
macromolécules puisque les cibles des ROS sont principalement les acides gras
polyinsaturés, en raison de la présence de nombreuses double liaisons, comme |’ acide
linolé ques ou I’ acides éicosapentenoique. Les réactions radicalaires sont a I’ origine de la
peroxydation lipidique que se traduit in vitro par le rancissement. Le mécanisme
radicalaire comporte trois étapes: I'initiation, la propagation et terminaison (Halliwell et
Gutterdge, 1989). Plus récemment Benbouzid (2012) a montré que chez les paramécies
traitées par des pesticides le taux des lipides étaient fortement perturbés, I’ auteur explique

ce phénomene par |a peroxydation lipidigque générée par les ROS.
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les résultats qui nous avons trouvé sont en accord avec ceux de Benbouzid(2012) et
Amamra et al., (2015) y.ce qui confirme la toxicité de I'xénobiotique testés

particulierement aux plus fortes concentrations que les faibles concentrations.

Dans notre travaille nous avons obtenu une diminution du taux de GSH pour les
échantillons traité par |e Paracétamol en fonction du temps. Le glutathion se trouve dans le
cytosol en concentration éleveée, le reste étant localisé dans les mitochondries, le noyau et
les peroxysomes (L u, 2000). Grace alafonction thiol de la cystéine, le glutathion aun réle
tres important dans le maintien de I'état réduit de lacellule (Yu, 1994). Cette fonction thiol
peut aussi fixer des fonctions éectrophiles et sert donc ala détoxication. Une déficience en
GSH expose les cellules a un risque oxydatif (Dr6gue, 2002). En effet, le GSH élimine les
xénobiotiques comme les pesticides par conjugaison. Ce processus peut faire intervenir la
glutathion-S-transférase (Renneber g, 1982, Noctor et al., 2002).

La réduction du taux de GSH peut étre expliquée par les réactions de réduction des
espéeces activées de I’ oxygene et des lipides hydroperoxydés catalysées par les glutathion
peroxydases et par I'utilisation massive de ce dernier par la GST dans les réactions de
conjugaison. Bien que certains intermédiaires réactifs se conjuguent spontanément au
GSH, la mgjeure partie de ces réactions est catalysée par la GST. De ce fait, la structure
des conjugués est dépendante de la régio-sélectivité des GST impliquées dans la formation
de ces composés (Evans et al., 2004 ; Hayes et al., 2005). Nos résultats sont en accord
avec les travaux de Habig et al.,( 1974 ); Regoli et al., (1998) ; Canes et al.,( 1999) ;
Ringwood et al.,(1999); Brigelius-Flohe, (1999) ; Roche et al (2003). La diminution du
taux de GSH, est dus au fait que le glutathion est I’ antioxydant non enzymatique majeur
dans les cellule animales, c’'est le thiol cellulaire le plus abondant, impliqué dans le
métabolisme, les procédés de transport et dans la protection des cellules contre les effets
toxiques des composes endogenes et exogenes, y compris les especes réactive de I’ oxygene
et les métaux lourds (Dickinson et Forman 2002 ;Viarengo et Nott, 1993 ;Viarengo,
1994).

Nos résultats sont en accord avec ceux d Azzouz (2012), qui a étudié la toxicité
d un insecticide sur paramecium tetraurelia, et de Benbouzid et al., (2012), qui ont testé

des phosphoramidate sur paramecium aurelia aussi avec ceux de Bouaricha et al., (2013).
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La réduction du taux de GSH peut étre expliquée par I’ utilisation massive de ce
dernier par la GST dans |es réactions de conjugai son.

Parmi les enzymes impliquées dans les systemes de détoxification, la catalase
occupe une place de choix. En effet cette enzyme apparait dans les premieres lignes de
défense contre les radicaux libres. Ainsi, Azzouz (2012) a mis en évidence une forte
induction de I activité CAT chez Paramecium tetraurelia, traitées avec deux pesticides :
Amistar Xtra et le Glyphosate, il en est de méme pour les travaux de Benbouzid (2012)
qui aaussi déemontré une induction de I’ activité Catal ase chez ce méme modeéle biologique
suite a un traitement avec des phényl phosphoramidates. Ainsi, nos travaux confirment
ceux Cités ci-dessus puisque nous avons également mis en évidence une augmentation de
I"activité Catalase chez les paramécies traitées par des concentrations croissantes de
Paracétamol confirmée ains la toxicité d xénobiotique particulierement aux fortes

concentrations.

Nos résultats corroborent ceux de Lopeza (2007) qui ont démontrés que les
pesticides induisant I’ activité des enzymes antioxydantes, il en est de méme pour I’ éude de
Montassif et al., (2007) qui ont mis en évidence une augmentation de I’ activité catalase
chez Tetrahymena pyriformis soumis a une pollution métallique, cependant M orakinyo et
al. ,(2011) ont montré une diminution de I’ activité CAT chez les spermatozoides de rats
traités par la Nifedipine ,les auteurs expliquent cette diminution par un forte stress
oxydatif.

Page 58



POECXEEXEEXNERXNEEXEEXNEDXNEEXNEEXNEEXEXNEEXNEEXNEEXNEEXNEXEEXNEEXNEXNEXNEEXH

3 Conclusion et perspectives s
ﬂJ ;

IOXeEOEOCAOCOCADTAOCDCADTCADTEATEADTOEADTEATEADT \o,ca:@



Conclusion et perspectives

Conclusion
Le protiste cilié utilisé dans notre travail occupe une position privilégiée dans les

écosystemes aguatiques, notamment par ce qu’il constitue a la fois I’un des éléments de
base des réseaux trophiques et un modél e alternatif de choix pour |’ étude de I’impact de la

pollution sur notre environnement.

Pour ce faire, nous avons essayé d’optimiser la croissance de Paramécie sp en
maitrisant les conditions physicochimiques du milieu de culture. Nos résultats ont montré
que cette espece de protozoaires suit, dans des conditions bien précises, une courbe avec
quatre étapes (latence, exponentielle, constance et déclin). L’alure de cette courbe peut
étre influencée par plusieurs facteurs tels que la température, la composition du milieu de

culture...etc.

Le traitement par |le paracétamol a été effectué apres la réalisation d’ un modéele de
croissance a 28°C. L'impact de I'xénobiotique utilisée sur la croissance est tres
remarqguable, particuliérement aux concentrations les plus élevées qui peut aler jusgu'a la

mort des cellules.

Au niveau intracellulaire, nous avons mis en évidence une perturbation des
macromolécules (lipides, glucides, protéines), en ce qui concerne |'étude des biomarqueurs
de stress nous avons mis en évidence le déclenchement d’'une batterie de processus
enzymatiques telles que la stimulation de I’ activité CAT connus pour leur réle dans la

détoxication ainsi gqu’ une démunissions du taux de GHS.
A I’issue de ce travail nous pouvons conclure que :

- La paramécie est un modéle cellulaire idéal pour les études en toxicologie cellulaire et
écotoxicologie vue son organisation cellulaire particuliere, son comportement et sa

culture simple et facile au laboratoire.

- L’hypothese la plus plausible que nous pouvons avancer, est que |’ xénobiotique testé
induit la formation de «radicaux libres» conséquence logique d'un stress chimique
cellulaire.
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Par acétamol

S

[ Effets physiologiques } [ Effets biochimiques }
| !
Protéines +++
Croissance cellulaire - - - Lipides- -
Pour centage deréponse + + + Glucides- -
Taux de mortalité +++ GSH - - -
CAT +++

Figure29 : Effets physiologiques et biochimiques du Paracétamol obser vés.
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Per spectives
En perspectives, il serait intéressant :

» De comparer les effets de paracétamol sur d autres ciliés proches des paramécies
comme Tetrahymena pyriformis.

» D’entamer une recherche pluridisciplinaire en impliquant des chimistes, afin
d étudier la toxicité des produits de dégradations de paracétamol sur
I’ environnement aquatique.

> D’étudier larespiration a partir de mitochondries i sol ées des paramécies.

» Anayser de maniere fonctionnelle les entités moléculaires induites par le stress
chimique et, identifier et caractériser les genes impliqués dans les processus mis en
jeu dans la signalisation des stress chimiques et/ou dans la régulation de la réponse
cellulaire;

» Etudier le devenir de ces toxiques, leurs différentes formes de stockage
(spéciation), afin de comprendre les mécanismes moléculaires responsables de la

concentration et de la biotransformation de ces é éments au niveau cellulaire ;
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/ Résumé \

Dans cette étude nous nous somme intéressés a |’ évaluation de la toxicité d’'un médicament largement utilisé
comme un antipyrétique le Paracétamol sur un modéle cellulaire Parameciumsp.

Plusieurs concentrations de Paracetamol ont été choisis (0.4mg/l, 0.6mg/l, 0.8mg/l ,1.2mg/l et 1.4mg/l), et
différents parameétres: physiologique (croissance, pourcentage de réponse et le taux de mortalité), biochimiques
(protéinestotal, lipides, glucides) et les biomarquers de stress oxydant (CAT et GSH).

Les résultats obtenus montrent une inhibition de la croissance cellulaire, ains qu’une diminution du taux des
lipides et les glucides totaux. Nous avons également mis en évidence une diminution du taux de GSH et une stimulation
d’enzyme de la métabolisation/détoxification : CAT, en plus une augmentation du taux de protéines totales. Ces

donnés indiquent clairement le déclenchement d’ un stress oxydatif.
Qots clé: Toxicité, Paracétamol, Paraméciumsp, Stress oxydatif. /
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4 ABSTRACT N\

In this study we are interested in the total evaluation of the toxicity of one drug, antipyreticParacetamol, on a

Apandl-a sasal yall-d salivd 5l -52.SY1: Al awy

cell model Paramecium sp.

Therefore, a culture of paramecium sp. Was treated with deferent concentrations of paracetamol. In our approch
to assess the effects of this molucule, we measured the yeast cell grouth and the rate of lipids, proteins and
carbohydrates. In addition to the leveles of some stress biomarker(GSH and CAT).As a result of this research,
paracetamol have a decrease on cell proliferation of paramecium sp,this inhibitory effect was dose-dependent and
proportional to increasing concentration of paracetamol. The same result was found about the lipids and carbohydrates
rates, when the results of proteins rate shown an increase of this parameter we have also demonstrated an increase of
antioxidant enzyme(CAT) measured after exposure to paracetamol, together a decrease of no enzymatic

antioxidants(GSH levels). Our results indicate clearly an occurrence of oxidative stress.

Keywords: Toxicity, Acetaminophen, parameciumsp, Oxidative Stress.
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