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Avant - propos

La thématique de cette these de Doctorat en sciences Vvétérinaires porte sur la
détermination et 1’évaluation des effets néfastes des métaux lourds sur I’organisme exposé
chroniquement & des doses infratoxiques. Ce travail a pour mission de contribuer a
I’optimisation de [’utilisation des outils toxicologiques dans le cadre de 1’évaluation du

risque pour la santé animale.

La premiere partie de ce manuscrit sera consacré a la synthése des données
bibliographiques nécessaires pour comprendre les bases de ce travail. L’ensemble des
méthodes analytiques et des résultats seront présentés et discutés dans la deuxiéme partie de ce

manuscrit, consacrée a la contribution personnelle.

Afin d’évaluer I’exposition du mouton aux deux ETM Plomb (Pb) et Cadmium (Cd),
administrés individuellement ou combinés, notre étude expérimentale s’articule autour de la
mesure de 1’exposition et ses conséquences métaboliques aprés que le sujet ait ingéré des doses
sublétales de maniere repétée, néanmoins cumulatives; ¢’est de mettre en évidence les altérations
fonctionnelles et anatomopathologiques de 1’organisme, de constater éventuellement la
réversibilité des modifications et les phénoménes cumulatifs ainsi que les effets retardés. La
toxicité de nombreux xénobiotiques apparait souvent a la suite d’administration ou d’exposition
répétée durant une période de 90 jours au moins (Viau et Tardif., 2003). Dans notre étude nous
nous somme intéressés aux effets d'une exposition a long terme au Pb et au Cd car, c'est a ce type

d'exposition que les organismes en général sont soumis.

La stratégie expérimentale adoptée au cours de ce travail s’est orientée selon plusieurs
axes, la détermination des profils plombémies et cadmémies/ temps étaient les premiers
indicateurs par excellence pour marquer une exposition a ses deux métaux. L’évolution des
concentrations métalliques dans le sang avait dessiné des cinétiques spécifiques a chaque
traitement reflétant la contamination. Etant donnée que, 1’exposition environnementale est
toujours a une mixture d’éléments traces, ’effet synergique des deux métaux a été évalué lors

d’une contamination concomitante aux Pb+Cd, comparativement au traitement par un élément

trace seul, d’ou la formation de trois lots de brebis 1iés a la nature des traitements.

Nous nous sommes attachés a étudier les effets hématologiques liés a I’exposition

au Pb et au Cd avec une exploration du systeme hématopoiétigue notamment une



évaluation des parameétres se rapportant aux hématies a 1I’hémoglobine et a 1’hématocrite
sachant que I’anémie constitue I’effet majeur en relation avec une toxicité hématologique li¢e a

ces deux éléments traces.

Un autre axe a fait ’objet d’une exploration dans ce travail, 1’intégrité hépatique et
rénale a été évaluée. Pour cela, la détermination des paramétres pour une évaluation d’une
agression hépatique a été réalisée, basée sur le dosage des transaminases (ALT : alanine
aminotransferase et AST : aspartate aminotransferase) ainsi que celle des protides totaux et du
ratio albumine/globuline. Et afin d’estimer 1’'impact de I’exposition sur le rein, la créatinine
sérique a été déterminée. Comme le foie et le rein constituent des organes cibles pour les métaux
lourds et contribuent a leur bioaccumulation dans 1’organisme, 1’anatomopathologie de ces deux
organes prélevés sur des sujets morts a constituée un autre axe pour mettre en évidence les

Iésions liées a cette exposition.

Les éléments essentiels Zn et Cu ont fait I’objet d’une exploration par détermination
des taux plasmatiques. Cet axe a permis de mettre en évidence des interactions entre les
éléments traces et les éléments essentiels en établissant un lien entre les concentrations sanguines

en Pb et Cd et les teneurs plasmatiques en Zn et Cu.

Par ailleurs, afin de déceler une contamination de 1’aliment administré aux animaux ainsi
qu’un apport alimentaire en €¢léments traces pouvant contribuer a la posologie administrée, un
dosage du Pb et du Cd a été réalisé. Cet axe relatif a ’alimentation nous a permis par
détermination des différents éléments essentiels (Zn, Cu, Ca et Fe) d’¢évaluer le statut nutritionnel

des animaux et de déceler des carences.

Un autre axe tout aussi porteur a été considéré; 1’évaluation du risque en toxicologie
peut avoir une approche mathématique en utilisant les techniques de modélisation
toxicocinétique, dans une perspective d’une évaluation quantitative. Dans ce contexte, 1’'usage
d’une analyse non compartimentale a permis une reproduction des profils temporels des

plombémies pour caracteériser la relation entre I'exposition et la quantité interne de toxique.

Finalement, a travers une analyse statistique globale de tous les résultats, la pertinence de

I’effet traitement et temps a été mise en évidence.



Note aux lecteurs :

Etant donnée l’orientation qu’a connu notre protocole expérimental vers 1’exploration
d’autres biomarqueurs. L’intitulé de cette thése aurait dQ étre :

« Les Biomarqueurs d’Exposition et d’Effets lors d’Administration Réitérée de

Métaux Lourds (Plomb et Cadmium) chez le Mouton ».



Introduction & Problématique

L’origine de la pollution de I’environnement par les métaux lourds est multiple ;
I’industrialisation, l'urbanisation et l'intensification de I'agriculture. La présence des éléments
traces métalliques (ETM) dans tous les milieux est aujourd'hui problématique. Ils sont présents
en quantité anormale dans I’air, 1’eau et dans le sol et les transferts vers les étres vivants se font

continuellement.

Le Plomb (Pb) et le Cadmium (Cd) sont des éléments chimiques considérés comme
uniquement toxiques, et ce pour tous les organismes (Homme, animaux, plantes). Les ruminants
sont organismes bio-accumulateurs de métaux lourds et leurs maniéres d’exposition sont
diverses, d’ou une certaine variabilité de la réponse toxicologique. llIs sont souvent utilisés

comme especes sentinelles de la contamination métallique.

Le mouton fait partie des especes les plus touchés par les intoxications aux polluants,
notamment par le plomb (Mehennaoui et al., 1995 ; Pareja-Carrera, 2014). Un aspect important a
prendre en compte est I’accumulation des ETM dans les différents tissus et organes des
ruminants contamines, ainsi que leur excrétion dans le lait. Cette accumulation représente une
source significative de contamination du consommateur et constitue un probleme réel de

santé publique.

Leur impact sur la santé des étres vivants et leur capacité a perturber beaucoup de
paramétres physiologiques font du plomb et du cadmium une préoccupation majeure, qui prend
de plus en plus de I’ampleur dans la recherche sur I’environnement et dans 1’évaluation
du risque liée aux polluants. L’intérét grandissant pour 1’étude de la toxicité de ces deux ETM est

dd également a leur utilisation large.

Pour une meilleure évaluation des effets biologiques des ETM, une compréhension de
leurs cinétiques et leurs mécanismes d’action est essentielle. 1l existe deux types de méthodes
principalement utilisées dans 1’évaluation de ’exposition aux polluants d’une facon génerale,
une approche de mesure a la source de 1’exposition (surveillance environnementale) et une autre
approche de mesures centrées directement sur 1’individu concerné (surveillance biologique).
Cette derniére impose I’utilisation des biomarqueurs afin d’évaluer I’impact des ETM sur la

santé des étres vivants. Ainsi, selon Heredia Ortiz (2014), la surveillance biologique est une



technique fondamentalement nécessaire dans I’évaluation de 1’exposition et la caractérisation du
risque toxique. D’ailleurs, le concept de biomarqueur est en pleine expansion et ne peut que
profiter de I’évolution des connaissances en biologie, ce qui rend plus performantes les méthodes
d’évaluation des risques liés a ces toxiques. Ces méthodes tentent d'établir des outils fiables
permettant de reconstituer les doses absorbées de polluants par les individus a partir des mesures
de biomarqueurs d'exposition.

On part du constat simple qu’un seul biomarqueur ne suffit pas. Le développement
d’approches avec plusieurs biomarqueurs est nécessaire pour diagnostiquer les effets des métaux
lourds et évaluer les risques encouru. Plusieurs examens s’imposent lors de I’évaluation de la
toxicité chronique ou subchronique, notamment, 1’identification d’indicateurs biologiques,
témoins de I’exposition totale des sujets contaminés. Ainsi, des biomarqueurs sensibles intégrant
la réponse de I’organisme (réponse physiopathologique au danger) sont a évaluer et a
caractériser. Toutefois, porter son intérét a la croissance des animaux, leur consommation de
nourriture et 1’étude du comportement constituent aussi des indicateurs importants de cette

évaluation.

Une approche multimarqueurs, combinant des mesures de biomarqueurs relativement
spécifiques et non-spécifiques pourrait apporter des informations sur la nature des substances
présentes dans un environnement pluricontaminé. Etant donnée la diversité des polluants,
I'exposition aux mélanges de contaminants est une réalité a laquelle sont confrontés les
chercheurs. Ainsi, au niveau des tissus et organes cibles, les contaminants peuvent interagir

entre eux et moduler les effets toxicologiques auxquels chacun d'eux est normalement associé.

Une investigation en se basant sur différents marqueurs va permettre une évaluation du
risque liée a une exposition aux ETM (Pb et Cd). Cette investigation aura un intérét pour la santé
animale, non seulement en termes de régulation d’une fonction physiologique mais également

en termes de toxicocinetique (TK).

Pour répondre aux objectifs fixés et dans le but de mimer une contamination chronique de
I’organisme & une dose environnementale, la mise en ceuvre d’un protocole en station
expéerimentale s’est imposée. Le modeéle in vivo est base sur une exposition de 17 semaines par

voie orale de brebis non gestantes et non lactantes au Pb et au Cd individuellement ou combines.



Nous avons ainsi fait le choix de nous intéresser au comportement toxicocinétique du Pb ainsi

qu’a différents aspects toxicologiques du Pb et du Cd.

Mesurer ou évaluer la dose interne d’un ETM au niveau sanguin est I'un des
marqueurs essentiels de la surveillance biologique et 1’'un des premiers pas de 1’évaluation
des risques en toxicologie, notamment celle du Pb et du Cd qui passe également par une étude
de leur toxicocinétique. Cette derniére vise a établir un lien entre I'exposition a une substance

toxique et la quantité de celle-ci atteignant les tissus cibles de I'action toxique.

Plusieurs études se sont intéressées a la modélisation de la toxicocinétique dans une
perspective d’évaluation quantitative des risques. Dans ce contexte, il existe différentes
techniques de modélisation et des approches d’analyse toxicocinétiques multiples. Dans le cas
des métaux lourds, les modéles simples sont aussi performants que les modéles complexes. Une
étude impliquant une analyse non compartimentale est toute indiquée pour obtenir une meilleure
compréhension de la toxicocinétique du Pb suite & une administration individuelle ou combinée
au Cd. Cette approche peut s’adapter a toutes les applications dans 1’évaluation des risques
de I’exposition ou de co-exposition aux xénobiotiques a court ou a long terme et par voies

multiples.

Pendant longtemps, 1’évaluation toxicologique visait essentiellement a reconnaitre et a
décrire les effets néfaste pouvant découler d’exposition aux xénobiotiques. Aujourd’hui, la
dimension prédictive de la toxicologie s’impose de plus en plus et vise entre autre a établir

I’innocuité et a définir des niveaux d’exposition sécuritaire et accéptable (Viau et Tardif, 2003).
La finalité de notre étude est d’apporter des réponses aux questions suivantes:

v' L’évolution des concentration sanguine en Pb et Cd sera t-elle en relation avec les doses
administrées et la durée d’exposition ?

v' Ces doses administrées en sels métalliques considérées comme sublétales peuvent-elles
donner des plombémies et des cadmiémies élevées, classant les animaux traités dans la
catégorie clinique ?

v Pb et Cd administrés en chronique a des doses sublétales, induiseront-ils des perturbations au
niveau hématologique; peuvent —ils avoir un impact biologique notamment sur le foie et le

rein et interférer avec les éléments éssentiels ?



v L’administration concomitante du Cd pourra t-elle moduler les concentations sanguines du

Pb ainsi que son effet toxique?

v' La cinétique du Pb sera t-elle modifiée quand il est combiné au Cd?

Ce travail de recherche fondamentale avec son axe méthodologique a pour objectif la

mise en place d’outils et de concepts qui trouveront une application notamment dans 1’évaluation

du risque lié aux métaux lourds. Explorer in vivo I’action des deux éléments traces Pb et Cd sur

certains marqueurs biologiques pourra contribuer a :

v

Progresser dans la wvalidation et [1’utilisation des outils toxicologiques et
écotoxicologiques (Biomarqueurs), en se basant sur 1’évolution des différents paramétres

pendant et apres les traitements.

Combiner a I’examen clinique la pertinence des biomarqueurs pour évaluer I'exposition,
afin de constituer un signal d'alerte permettant de prévenir efficacement d'éventuelles
réponses spécifiques impliquant les métaux lourds (biomarqueurs d’exposition précoce,

véritables signaux d’alerte).

Harmonisation des méthodes d’analyses relatives aux différents paramétres pour

I’évaluation du risque en toxicologie.

Standardisation des conditions d’exposition aigue ou chronique adaptées pour chaque

espece.

Déceler des interactions relatives a 1’administration concomitante du Pb et du Cd,

notamment par des analyses toxicocinétiques.

Renforcer la pertinence de [’utilisation du mouton autant que modele animal

expérimental en toxicologie.



PARTIE I.
SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE



CHAPITRE I.

MECANISMES DE TOXICITE DES DEUX ELEMENTS TRACES

METALLIQUES (PLOMB & CADMIUM)
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I. LePlomb

A. Toxicocinétique du plomb

1. Absorption

Les voies de pénétration du plomb sont pulmonaire, digestive et secondairement cutanée.
L’absorption digestive est beaucoup plus importante chez les sujets jeunes. Elle s’effectue par
transport actif; méme lorsque la concentration dans la lumiere du tube digestif est élevée, la

diffusion passive représente moins de 20% du flux total (Bismuth et al., 2002).

En effet, I’absorption est accrue en présence de régime riche en graisse ou lors de
certaines carences, notamment en fer et en calcium (la gestation et la lactation). On suppose
que le calcium et le plomb entrent en compétition au niveau de récepteurs communs de la
paroi digestive. Plusieurs études ont montré que le zinc peut réduire de maniére significative
la proportion de plomb absorbée. Différentes vitamines peuvent avoir le méme réle: la
thiamine (vitamine B;) (Dupont, 2002 ; Perrin, 2007).

Concernant I’absorption pulmonaire, il y a une rétention des particules de plomb de plus
de 0,5 pm de diamétre dans 1’arbre respiratoire inférieur (Manet, 2012), on considére que
35% des particules inhalées se déposent dans les poumons et que 10% de celle-ci sont
absorbées (Mahaffey, 1995).

Le passage transcutané des dérives inorganiques du plomb est trés faible (< 0,5%) si la

peau est intacte (Fussler, 2011).
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2. Distribution
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Figure 1: Transport sanguin du plomb dans le sang et redistribution dans les tissus
(Caubet, 1999 —Modifié-).

2.1. Transport sanguin

Apres absorption pulmonaire ou digestive, le plomb passe dans le sang (a 1’état
d’équilibre : 1% a 2% de la charge corporelle totale) ou il se répartit dans les hématies, sous
une forme non diffusible; selon (Humphreys, 1991), les proportions du plomb transportées par
les globules rouges : 85 a 90% chez le mouton. Dans le plasma, le plomb est en partie lié aux
protienes, la fraction diffusible correspond a 0,2% . Selon Ong et Lee 1980, dans le plasma,
les molécules responsables du transport du plomb sont I’albumine (88,2%) et les

gammaglobulines (11,8). Une partie du plomb plasmatique est libre et diffusible.

Dans les hématies (membrane et hémoglobine) le plomb membrannaire, qui représente
environ 14% du plomb sanguin, est lié¢ a 88% au niveau des protéines et moins de 10% au
niveau des phospholipides (Humphreys, 1991, Bisson et Houeix.,2014). Lolin et O’Gorman
(1988), considérent que le plomb est d’abord lié aux fractions membranaires avant d’étre
redistribué¢ dans I’hématie (Glorennec et al., 2000). Le transport s’effectue a 90% par un
meécanisme passif, aussi bien pour I’entrée que pour la sortie de I’hématie. La vitesse d’entrée
est directement proportionnel a la quantité de plomb. Le systéme d’accumulation du plomb

dans I’hématie est saturable (Bismuth et al., 2002).
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La concentration totale dans le sang de plomb reflete le plomb contenu dans ce
compartiment et considérée comme un indicateur fiable d’une récente exposition, elle
constitue d’ailleurs le test le plus communément utilis€ pour évaluer 1’intoxication par le

plomb chez ’homme et les animaux.
2.2. Répartition du Plomb dans I’organisme

Le plomb est un toxique cumulatif, lorsque son absorption dépasse les capacités d’excrétion,

il y a alors accumulation. Cette derniére se fait dans 1’organisme en deux temps (Figure 1):
2.2.1. Le premier temps / Le plomb dans les tissus mous et les organes :

I’accumulation de plomb se fait principalement dans les reins puis dans le foie. Un
stockage provisoire au niveau du foie, du rein, des intéstins et du muscle... ; la fixation se fait

sur des protéines de faible poids moléculaire, les Métallothionéines.

la répartition du plomb varie avec le mode d’absorption. Ainsi, les taux hépatiques et
intestinaux sont trois fois plus important quand I’absorption est digestive que par voie

pulmonaire (Barthelemy et al., 1975).

Les tissus mous contiennent 5 a 10% de la dose interne : la plus grande partie du
plomb biologiquement actif. Le plomb dans les tissus mous est responsable de la majorité des
effets toxiques (Bismuth al., 2002). Dans le foie, la distribution du plomb semble assez
homogene, excepté en ce qui concerne les voies biliaires ou la concentration de plomb est
plus importante, alors que dans les reins, on trouve la plus part du plomb dans la corticale,

surtout dans les tubules proximaux (Picot, 2010).

Le passage hémo-méningé est faible: la concentration dans le liquide céphalo-

rachidien est égale a la moitié du taux sérique (Perrin, 2007).

La concentration du plomb dans les muscles est habituellement assez basse, mais elle

est corrélée avec la quantité de plomb dans les reins (Bismuth al., 2002).

Une mobilisation secondaire peut avoir lieu et le plomb peut alors étre mobilisé du

foie et des autres organes de stockage et redistribué, une partie pouvant étre excréetée aussi.
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2.2.2. Le deuxiéme temps / Le plomb dans les tissus durs

Pandant ce temps, la fixation osseuse se fait par une réaction échange/ absorption
entre la partiec minérale de 1’os et le fluide extra-cellulaire (Barthelemy et al., 1975 ; Bismuth
et al.,, 2002). Le plomb se substitue au calcium (substitution des phosphates tricalcique

(Caz(POy), par les phosphates triplombique Pb3(PO,)).1’0s devient radio opaque.

Le plomb dans le squelette représente de 80 a 99% de la charge corporelle totale. Le
plomb est susceptible de continuer a s’accumuler dans les os 6 mois aprés la fin de
I’exposition. Sa demi-vie est estimée a 3 ans. La fraction stockée dans 1’os trabéculaire et
dans le périoste est encore relativement mobile (biologiquement active et facilement
mobilisable).Tandis que, celle stockée dans le cortex profond est trés stable (ne produit pas
d’effet toxique et ses mouvements sont trés lents) (Pinault et Milhaud, 1998., 2002; Fussler,
2011). Le plomb se trouve a plus forte concentration dans les os plats; les os longs en
contiennent toutefois la plus grande quantité. Le plomb s’incorpore au cristal
d’hydroxyapatite (phosphate tricalcique) en déplagant 1’ion calcium Ca++ (Ribera et Taberly.,
2011).

Les dents constituent un autre site de stockage du plomb, principalement au niveau de
la dentine, dans les zones adjacentes a la pulpe. Les dents de lait ont ainsi été pendant
longtemps utilisées comme marqueurs rétrospectifs d’exposition cumulée dans les enquétes

épidémiologiques ou comme des équivalents de biopsies osseuses (Glorennec et al., 2000).

Bien que le stockage du plomb ait un impact limité sur la santé, des processus
physiologiques peuvent induire une redistribution du plomb. C’est le cas par exemple, de la
gestation et de la lactation. La mobilisation du plomb des stock accumulés avant la gestation a
été établie chez 1’animal dés 1977 par Buchet et ses collaborateurs. Et aussi une mobilisation
du plomb accumulé lors de maladies chroniques (ostéoporose, tumeur osseuse, fractures...)

ou lors d’administration d’hormone parathyroidiennes (Perrin, 2007 ; Benyoussef, 2012).

Différentes études ont montré que le plomb traverse la barriere placentaire et
contamine le feetus dés le premier trimestre, et donne des plombémies maternelles et dans le
cordon ombilical a peu prés identique (Bellinger et al., 1987 ; Goyer., 1990). La distribution
du métal chez le feetus est similaire a celle rencontrée chez I’adulte, le plomb s’accumule dans
la plupart des organes feetaux, incluant le foie, les reins, le cerveau, I’intestin et surtout les os

(Pinault et Milhaud, 1998 ; Bismuth et a.l, 2002).
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Le plomb peut aussi passer de la mere a I’enfant par I’intermédiaire du lait maternel ;
sachant que la mobilisation du plomb osseux durant la lactation semble étre supérieure encore

a celle observée durant la gestation (Roquet-Noél, 2002).
3. Biotransformation

Le plomb inorganique, forme la plus souvent impliquée dans les cas d’intoxications
saturnines ne subit pas de biotransformations (Bismuth et al., 2002 ; Fussler, 2011) alors que
le plomb tétraéthyle subit une déalkylation au niveau du foie pour donner le plomb tri étyle

qui est le métabolite toxique (Hammond, 1973).
4. Elimination
D’apres Sugita (1978), le plomb serait ¢liminé de I’organisme selon trois phases :

- Une premiere, rapide, correspondrait a I’élimination du plomb non fix¢ ;

- Une seconde, lente, représenterait la fraction du plomb faiblement liée ;

- Une troisieme, trés lente, pourrait n’intervenir que plusieurs années aprés les deux
premiéres, car elle correspond au plomb fortement fixé notamment au niveau 0sseux
(Glorennec et al., 2000)

Etant donné que la principale voie de contamination est orale, la plupart du plomb est
éliminée dans les fécés. Ainsi, 90% a 96% du plomb ingéré n’est pas absorbé et est donc
¢liminé dans les feces. La partie absorbée est d’abord excrétée par I'urine (plus de75%), le
reste est éliminé par la bile (16%), la concentration du plomb dans la visicule biliaire et dans
la bile est connue pour étre plus élevée que dans les autres parties du foie (Dupont, 2002 ;
Perrin, 2007), les sécrétions bronchiques et gastro-intestinales, puis dans la salive, la sueur et

les phaneres a peu pres (8%) (Bisson et Houeix, 2014).

Selon Picot (2010), la concentartion de plomb dans 1’urine refléte celle dans le plasma.
L’excrétion rénale se fait par filtration glomerulaire, avec une réabsorption tubulaire possible.
Il est probable que le plomb excrété par voie biliaire, soit en grande partie réabsorbé par la

mugqueuse intéstinale pour étre finalement excrété par voie urinaire.

L’excrétion du plomb semble répondre a un mécanisme physiologique semblable a celui
du calcium, ce qui explique que I’excrétion soit sensible a toute réduction de la fonction

rénale (Caubet et al., 1999).
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Chez le mouton exposé de fagon aigu€ au plomb, 1’excrétion urinaire est décelable la
premiére semaine uniquement. Pinault et Milhaud G (1998) ont aussi montré que le plomb
urinaire est fortement corrélé avec le plomb dans le sang chez le mouton. Toute fois, chez la
brebis, I’élimination du plomb est lente, en effet, le temps de demi-vie d’élimination est grand

(213 - 252 jours) (Mehennaoui, 1995).

Le plomb est aussi éliminé dans le lait, proportionnellement a la concentration observee
dans les cellules sanguines mais sans vraisemblablement dépasser les 1.00 ppm (Picot, 2010).

La concentration chez la brebis est de 0,11 -0,15 mg/l (Humphreys, 1991).
B. Toxicité subchronique et chronique du plomb

L’ingestion quotidienne réitérée de plomb ou ses dérivés est beaucoup plus toxique. Apres
exposition subchronique ou chronique, le plomb modifie la biologie de la cellule en
perturbant de nombreuses voies métaboliques et différents processus physiologiques. Il inhibe
les enzymes de la biosynthése de I'héme, catalyse des réactions de peroxydation des lipides et
interfere avec les processus médiés par le calcium au niveau membranaire et cytosolique
(Viau et Tardif., 2003; Picot, 2010 ; Ribera et Taberly., 2011). Le plomb peut ainsi altérer
certains mécanismes neurobiologiques jouant un role essentiel dans le développement
cérébral. Ces éléments peuvent étre mis en regard des effets du plomb sur le développement
cognitif de I'enfant et des déficits d'apprentissage observés lors d'intoxications systémiques

expérimentales (Roquet-Noél, 2002).

Les études de comportement chez I'animal ont permis d'affirmer le lien de cause a effet
entre I'imprégnation par de faibles doses de plomb pendant la période de maturation cérébrale
et les troubles neuropsychologiques ultérieurs (Viau et Tardif., 2003). L’exposition chronique

a de petites doses de plomb a des effets nocifs qui ne sont pas toujours cliniqguement évidents.

Le plomb interfere surtout avec le métabolisme de deux autres éléments : le soufre et le
calcium; son action thioloprive (affinit¢ Pb pour groupements thiols(SH)), cible surtout les
protéines structurales et les protéines enzymatiques. Son action compétitive Pb/Ca est derriére
tout un désordre au niveau nerveux, l’induction d’effets rénaux et d’une action

cardiovasculaire et digestive (Viau et Tardif, 2003; Fussler, 2011).
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1. Toxicité hématologique

L’anémie est une manifestation classique de I’intoxication subchronique et chronique
au plomb (Mahaffey,1981 ; Ognjanovic et al., 2008 ; Gensheng et Bruce, 2008). Il s’agit
d’une anémie micro ou normochrome. Elle provient de la diminution de la durée de vie des
érythrocytes et de I’inhibition de la synthése de 1’hémoglobine causée par les effets du plomb
sur la biosyntheése de I’héme suite a une altération de I’activité de certaines enzymes, ce qui
provoque 1’augmentation de la production et de I’excrétion des différents précurseurs de
I’héme. La sévérité de 1’anémie est en relation directe avec la plombémie (Goyer, 1993 ;
Peyret, 2013)

Inhibition de la synthése de I’héme : le plomb inhibe particuliérement trois enzymes ;

- L’acide delta aminolévurique déshydratase (ALA-D)
- La coproporphyrine décarboxylase

- La ferrochélatase

Les substrats de chacune de ces trois enzymes vont donc s’accumuler. On constatera alors une

élévation de ces précurseurs :

- Dans les urines : I’acide deltat aminolévulinique et les coproporphyrines,
- Dans le sang: les porphyrines érythrocytaires ou leur fraction liée au Zinc. (PPZ)
(Glorennec et al., 2000 ; Picot, 2010)

2. Toxicité nerveuse

Le plomb passe facilement la barriere hémato-méningée. Une intoxication au plomb a
des effets a la fois sur le systéme nerveux central et sur le systeme nerveux périphérique. Au
niveau du systéme nerveux central, le plomb inhibe également certaines enzymes (ALA
déshydratase, hexokinase, déshydrogénase succinique) entrainant des perturbations du
métabolisme glucidique (trés important pour la cellule nerveuse) et de la respiration cellulaire.
Il en résulterait des micro- Iésions vasculaires et des troubles de I’excitabilité nerveuse (Anne-
( Roquet-Noél, 2002, Ribera et Taberly, 2011). Chez I’homme, les effets toxiques du plomb
observés aux niveaux de plombémie les plus bas sont de nature neurocomportementale, des
troubles mentaux décelables chez I’adulte et un déficit cognitif persistant dés 1’enfance

(Manet, 2012).

10
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Les principales cibles de la toxicité du plomb sur le systeme nerveux périphériques
sont les motoneurones, qui subissent une demyélinisation segmentaire et une dégénérescence
axonale ralentissant la conduction électrique (Perrin, 2007). La neuropathie périphérique se
caractérise par une baisse de la conduction nerveuse, des lésions du nerf auditif on été

montrées chez le cobaye et une cécité nocturne chez le singe (Goyer, 1993).

Un troupeau de bovins qui avait recu de la nourriture contaminée par du plomb
pendant plusieurs semaines a développé des tremblements musculaires, une cécité et de
I’ataxie ; une paralysie pharyngienne avec hyper salivation ont été decrites. La neurotoxicité
liée au plomb chez le mouton est somme toute assez similaire a ce qui est observé chez les

bovins.

Le plomb interfére aussi avec le calcium dans les cellules, ce qui est considéré comme
la raison principale des modifications des mouvements d’ions au niveau des membranes aussi
bien que de la libération de neurotransmetteurs. De 1égers changements dans I’homéostasie du

calcium peuvent affecter différents systemes (Glorennec et al., 2000 ; Roquet-Noél, 2002).
3. Toxicité rénale

Comme les reins ont un rdle important dans 1’excrétion du plomb, la néphropathie
chronique conduisant a la défaillance rénale est une manifestation classique de la toxicité au
plomb. Elle résulte généralement d’une exposition longue a des doses relativement faibles
provoquant une diminution de la filtration glomérulaire. Les cellules les plus sensibles

semblent étre les cellules des tubules proximaux (Gagan et al., 2012 ; Peyret, 2013 ) .

Un certains nombre d’études animales ont montré que 1’administration chronique de
composés de plomb, par voie orale ou cutanée, induit une néphropathie interstitielle chronique

évoluant vers I’atrophie et la fibrose (Goyer, 1993; Peyret, 2013).
4. Toxicité hépatique

La répartition du plomb dans I’organisme varie avec le mode d’absorption. Ainsi, les
taux hépatiques et intestinaux sont trois fois plus importants en cas d’absorption digestive que

par voie pulmonaire (Bonnard et al., 2006).

L’ictére est I'un des symptomes observés chez le mouton lors de I’intoxication
chronique par le plomb.. Les modifications des enzymes hépatiques sont aussi notées, mais de

maniere plus inconstante, il semble que les transaminases (AST, ALT) et les phosphatases

11
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alcalines augmentent lors d’intoxication chronique. Cependant, aucun seuil n’a encore éte fixé

pour cet effet (Karmakar et al., 2000 ; Abdou et Newair., 2006).
5. Immunotoxicité

L'immunotoxicité peut étre définie comme I'ensemble des effets déléteres provoqués
par un xénobiotique ou par tout autre constituant biologique ou physique de I'environnement
sur le systeme immunitaire a la suite d'une exposition professionnelle, environnementale ou

thérapeutique (Kouassi et Fournier, 2003).

Diverses manifestations d’immunotoxicité liées au plomb. Il induit une
immunodépression par suppression de I’immunité humorale. Le plomb agit sur les cellules
myéloides par augmentation des précurseurs dans la moelle osseuse, avec une diminution
consécutive des cellules matures. Il provoque aussi une altération de la reconnaissance

immunitaire et peut inhiber la production de I’interleukine-2 ( Goyer, 1993).

Le plomb posséde des propriétés immunodépressives, qui proviennent en partie a ses
effets cytotoxiques, par induction d’apoptose ou de nécrose dans les cellules du systéme

immunitaire (Kouassi et Fournier, 2003).

I1. Le Cadmium

A. Toxicocinétique du Cadmium (Cd)
1. Absorption

Bien que n’appartenant pas aux métaux essentiels, la présence du cadmium dans
I’organisme n’est pas négligeable. Les deux principales voies d’absorption sont 1’inhalation et
I’ingestion, I’exposition par voie percutanée est considéree comme négligeable (< 1%) (Picot,
2010 ; Faiz, 2011).

1.1.Voie pulmonaire

Concernant 1’exposition par inhalation, le cadmium et ses sels sont peu volatils et
essentiellement présents dans ’air sous forme d’aérosols riches en particules fines de maticre
(Bonet, 2011), seules les particules qui ont un diametre aérodynamique inférieur ou égal a
5um peuvent pénetrer dans le compartiment pulmonaire (OMS, 1993). Une fraction du

cadmium se dépose le long du tractus respiratoire en fonction de la taille des particules, seules

12
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les particules d’un diamétre d’environ 0,1um, atteignent les alvéoles et sont résorbées (Faiz,
2011). 10 a 50% des particules inhalées sont déposees au niveau des alvéoles pulmonaires et
la majeure partie restante, au niveau de la muqueuse trachéo-bronchiale ciliée. Une partie du
métal est repoussée par action mucocilaire vers 1’cesophage au niveau duquel il peut étre

également absorbé, cette fois par voie orale (Bonet, 2011; Bisson et Houeix, 2014).

Selon I’hydrosolubilité, les sels les plus solubles : chlorures et oxydes sont absorbes a
environ 90-100% et les sulfures sont absorbés a hauteur de 10%. Cette absorption peut se
poursuivre pendant plusieurs semaines méme aprés une inhalation unique (Bonet, 2011).
Dans I’appareil respiratoire, les particules de Cd sont capturées par les cellules phagocytaires
(macrophages) et oxydées a 1’état de cation divalent (Cd™™) qui peut ainsi passer dans le sang
(Picot, 2010).

1.2.Voie digestive

Le transfert du Cd présent dans le sol vers les plantes peut étre rapide, source
d’exposition chez les herbivores. C’est surtout I’apport d’origine alimentaire qui va
contribuer majoritairement a 1’augmentation du Cd dans ’organisme. Au niveau gastro-
intestinale, le taux d’absorption varie de 3 a 7 % chez I’homme tandis qu’il est de I’ordre de

0,5 a 3% chez les animaux (Faroon et al., 2012).

Ce taux d’absorption peut étre augmenté lors de carence alimentaires en calcium, en
fer, en zinc, en cuivre, en vitamine D ou en protéines. Les niveaux de ces éléments varient
selon 1’age et I’état physiologique. Une augmentation de 1’absorption du Cd est favorisée

aussi dans le cas de régimes alimentaires riches en graisses (Perrin, 2007 ; Faiz, 2011).

Le taux d’absorption dépend souvent de la spéciation. Sous forme élémentaire, le Cd
n’est pas toxique, mais il le devient une fois qu’il se trouve sous sa forme cationique Cd*™* qui
est électrophile. 1l peut étre absorbé sous cette forme au niveau intestinal et pulmonaire.
Ainsi , il entre en compétition avec d’autres métaux divalents essentiels (Ca **, Zn*", Fe™)

(Bonet, 2011).
2. Distribution
2.1. Transport sanguin

Apres avoir été absorbé au niveau des épithéliums pulmonaires et intestinaux, le Cd se

retrouve dans la circulation sanguine (Figure 2). Le Cd est transporté dans le sang en étant
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fix¢é a I’albumine, a I’hémoglobine (70%) ou aux métallothionéines (MT), protéines de faible
poids moléculaire riches en groupements SH dont la synthése est stimulée en présence de Cd.
Les lymphcytes peuvent aussi fixer de grandes quantités de Cd, ils le gardent lié avec la
métallothionéine (Nordberg et al., 2007 ; Faiz, 2011).

Cd dans [esang
Complexe MT Complexe Cd-Albumine
(PM faible) (PM élevé)

Incorporation Cd — Incorporation Cd —
MT dans les cellules Albumine

tubulaires rénales Décomplexation

l}rsosomes

i Toxicité sur  Synthése de MT
2+ 3 Leésions VL
Cd rénales hép&tocytes et AMT-Cd

Figure 2:  Transport et la distribution du cadmium aprés son absorption
(Falcy et al., 2013 -Modifié -).

En cas d’éxposition prolongée, le taux sanguin en Cd monte lontement et
réguliérement jusqu’a un plateau ; il baisse en fin d’exposition avec une demi-vie estimée

entre 40 et 80 jours chez ’homme (Falcy et al., 2013).

Chez le mouton et suite a une administration orale de chloride de cadmium, la
biodisponibilité est de 0,15 a 0,5% avec une demi- vie d’élimination de 101 a 151,5 jours
(Mehennaoui et al., 1995).

2.2. Le cadmium dans les tissus

Le Cd est un toxiques cumulatif. 1l se concentre surtout dans le foie, les os et les reins,
mais le muscle, la thyroide, le pancreas, les testicules et la vésicule biliaire peuvent également
en contenir. L’accumulation du Cd dans 1’organisme humain et animal augmente en fonction
de I’age. Le cadmium libre est a I’origine des effets toxiques observes (Picot, 2010; Faroon et
al., 2012).
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a. Distribution du cadmium dans les reins

Le transport du Cd au rein dépend de la formation du complexe MT-Cd. Le transport
de MT-Cd sanguin aux cellules tubulaires rénales est rapide et permet son incorporation dans
les reins (Bonet, 2011). Le Cd se retrouve essentiellement dans le cortex du rein; en effet,
chez I’homme faiblement exposé, environ 50% de la charge corporelle est retrouvée dans le

cortex des rein (Nordberg et al., 2007; Faiz, 2011).

A T’intérieur des cellules tubulaires, le complexe MT-Cd est dégradé par les lysosomes
ce qui libére le Cd sous sa forme cationique qui s’y accumule et cause des Iésions provoquant
un dysfonctionnement rénal, tandi que le Cd filtré non lié a la MT n’est pas si bien réabsorbé
(Nordberg et al., 2007; Faroon et al., 2012 ).

C’est seulement lors d’une exposition chronique, une fois les MT rénales saturées, que
la partie de Cd qui ne peut étre complexée est a 1’origine de 1ésions au niveau des cellules

tubulaires (Falcy et al., 2013).
b. Distributin du cadmium dans le foie

Suite a une exposition chronique le Cd est distribué de fagon plus importante aux rein
qu’au foie. Chez I’homme, le Cd sanguin est distribué aux autres parties de I'organisme, il se
retrouve essentiellement dans le cortex du rein et dans le foie (Figure 2); en effet, chez les
humains faiblement exposés, environ 50 % de la charge corporelle est retrouvée dans le cortex
des reins, 15 % dans le foie et 20 % dans les muscles (Nordberg et al., 2007; Faroon et al.,
2012)

Comme le foie recoit par I’intermédiaire de la veine porte un grand nombre de
molécules issues de la digestion et de ce fait, joue un réle important dans 1’accumulation du
Cd. Ce dernier li¢ a I’albumine est incorporé dans le foie, puis décomplexé pouvant ainsi
avoir un effet toxique sur les hépatocytes et entrainer une augmentation progressive de la
proportion de complexe MT-Cd. Ainsi les complexes MT-Cd formés dans le foie vont étre
relargués dans le sang et pouvoir atteindre les glomérules des reins et y étre filtés (Bonet,
2011 ; Faroon et al., 2012).

3. Elimination

Le cadmium par sa forte rétention dans I’organisme, il est trés faiblement ¢éliminé

résultant en une longue demi-vie biologique. Le cadmium n’est pas métabolisé. Il est excrété
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principalement par I'urine et les féces (0,01 — 0,02 % de la charge corporelle totale de Cd
quotidienne). Il existe également une faible excrétion par la salive, la sueur et les phanéres.
L’excrétion urinaire est proportionnelle a la charge corporelle en Cd au niveau rénal et

hépatique (Perrin, 2007).

Le cadmium urinaire est principalement lié a la métallothionéine et au glutathion car

ces complexes peuvent facilement étre filtrés par le glomérule.

La sécrétion biliaire permet d’éliminer les molécules non excrétées par le rein. Le
cadmium excrété par les voies biliaires et le pancréas est majoritairement réabsorbé au niveau

du tube digestif, le reste est eliminé dans les féces (Faiz, 2011).

Chez I’homme, le cadmium possede une demi- vie de 1’ordre de 20 a 30 ans dans le

rein, de 4,7 2 9,7 ans dans le foie et de un a plusieurs mois dans le sang (Picot, 2010).

3. Toxicité subchronique et chronique

1. Toxicité rénale

Indépendament de la voie d’absorption, des effets toxiques sur les reins sont connus.
L’exposition chronige au cadmium entraine 1’apparition d’une néphropathie irréversible
pouvant évoluer vers I’insuffissance rénale, particuliécrement des 1ésions tubulaire induisant
une protéinurie, une glycosurie, amino-acidurie et une polyurie suite a une capacité affaiblie
de réabsorption. Les découvertes d’histologie montrent des 1ésions focales de nécrose de
I’épithélium des tubules proximaux et une inflammation des tubules rénaux (Bonet, 2011 ;
Faiz, 2011; Faroon et al., 2012).

2. Toxicité osseuse

Au niveau osseux, le Cd perturbe le métabolisme du calcium.Une excrétion excessive
de ce dernier induit de I’ostéomalacie, de 1’ostéoporose, avec des douleurs osseuses intenses.
Ces troubles constituent une partie des signes de la maladie « Itéi-Itai » observées au Japon
chez les populations exposées au Cd (lors de la consommation de riz contaminé (Falcy et al.,
2013). Les atteinte squelettiques consécutives au cadmium résultent de plusieurs mécanismes:
compétition calcium/cadmium et interférence du cadmium dans le métabolisme de la vitamine
D (Perrin, 2007).
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3. Toxicité hepatique

Le Cd li¢ a l’albumine dans le sang est décomplexé dans le foie et devient
hépatotoxique. Shashi et al. (2002) ont constaté un gain de poids significatif concernant le
foie lors d’une exposition intratrachéale au cadmium chez le rat. Il a été aussi constaté et de
facon moins précoce, une nécrose des lobules hépatique centraux et une fibrose et hyperplasie
bliaire (Falcy et al., 2013). Des lésions dégénératives ont été observées au niveau du foie,
apres administration per os chez le rat (Shashi et al., 2002).

4. Immunotoxicité

Le cadmium posséde des proprietés immunotoxiques qui proviennent en partié de
leurs effets cytotoxiques, par induction d’apoptose ou de nécrose dans les cellules
immunitaires, entrainant une diminution de la résistance aux infections (Kouassi et al., 2003).
L’exposition orale au cadmium chez le rat, provoque une suppression significative de
I’immunité humorale par une réduction du taux des IgM et des Iésions dégénératives au

niveau de la rate (Shashi et al., 2002).

5. Effets cancérogénes

Le cadmium est un agent chimique classé dans le groupe 1, c'est-a-dire comme
cancérogene certain pour I’homme. Plusieurs expertises ont conclu aussi & son pouvoir
cancérogene certain chez I’animal. 1l s’agit des cancers broncho-pulmonaires; deux autres
sites ont été évoqués dans la littérature : le cancer du rein et le cancer du pancréas (Picot,
2010 ; Bonet,2011).

I11.  Toxicité Cellulaire et Moléculaire des deux ETM (Pb et Cd)

Peu de travaux ont été réalisés sur I’effet d’'une contamination métallique au niveau
cellulaire. Le plomb modifie la biologie de la cellule en perturbant de nombreuses voies
métaboliques et différents processus physiologiques. Il inhibe les enzymes de la biosynthese
de I’héme, catalyse des réactions de peroxydation des lipides et interfére avec les processus
médiés par le calcium au niveau membranaire et cytoplasmique. Par ailleurs, le Cd est connu
pour induire la production des radicaux hydroxyles; il réduit I’activité de glutathion
peroxydases, des dismutases de superoxyde et des catalases qui sont des enzymes reconnues
pour leur rdle de régulation du stress oxydatif. Il semble que les ions Cd2+ peuvent interagir

avec les groupements thiols de protéines avec une forte affinité, engendrer une altération de la
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structure de ces protéines et entrainer la formation des radicaux thiyles. (Nzengue, 2008;
Pareja-Carrera, 2014).

A cause de son analogie structurale, Pb?* concurrence certains cations métalliques
essentiels (notamment Ca®*) et se fixe sur leurs récepteurs. Les conséquences peuvent étre
variables, mais la plupart du temps la fonction biologique des molécules concernées s’en
trouve altérée : activités enzymatique inhibée, diminution du transport de certains cations
(Perrin, 2007; Lane et al., 2015).

Par ailleurs, Phillips et al. (2005) ont suggéré I’existence d’une certaine synergie entre
les effets toxiques des métaux lourds au niveau cellulaire, quand il ya exposition

concomitante.

1. Effet sur la membrane cytoplasmique
La membrane cytoplasmique représente la premiére barriére pour les métaux au
niveau de la cellule. 1l a été démontré qu’en se liant aux protéines cytoplasmiques et aux
phospholipides, les métaux engendrent une altération de leurs structures ainsi que de leurs
fonctions (Lopez et al., 2000). L’un des effets le plus important des cations métalliques tel
que le cadmium (Cd), le cuivre (Cu), le mercure (Hg) et 1’argent (Ag) est ’inhibition de
’activité des ATP ases Na-K dépendantes (Lane et al., 2015).

Les métaux lourds peuvent aussi altérer la structure de la membrane cellulaire en
stimulant par exemple la peroxydation lipidique et en épuisant le contenu cellulaire en

glutathion (GSH) nécessaire pour la protection contre le stress oxydatif (Nzengue, 2008).

2. Effet sur le noyau
Une fois dans la cellule, les métaux vont rapidement s’accumuler dans le noyau. A ce
niveau, ils vont stimuler la synthése d’ARNm codant pour les métallothionéines (MTs),
inhiber P’activit¢ de I’ARN polymérase I et II responsables de la synthése de I’ARNr et
I’ARNm respectivement, altérer la structure et le métabolisme de I’ADN et causer des

anomalies au niveau des chromosomes (Lopez et al., 2000).

Des études de cultures cellulaires indiquent que le plomb affecte d’une certaine
maniere 1’expression du geéne codant pour la transformation cellulaire. Le plomb peut se lier

aux groupes phosphates des nucléotides (Dupont, 2002).
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3. Effet sur le systeme vacuolaire lysosomal

L’exposition au Cu ou au Cd engendre une déstabilisation au niveau des membranes
des lysosomes, organites cellulaires assurant le catabolisme des macromolécules, suivi d’une
augmentation du catabolisme protéique (Bremner, 1979 ; Lopez et al., 2000). En effet, il a été
démontré qu’une contamination des moules par le cuivre engendre une activation des
enzymes lysosomales protéolytiques (mytilidases) au niveau de la glande digestive (Perrin,
2007). Tl semble donc qu’une exposition des invertébrés a de faibles concentrations de métaux
lourds a pour conséquence le catabolisme des macromolécules telles que les protéines. Ce qui
peut étre confirmé par [’augmentation de I’activité du glucuronidase au niveau des cellules de

la glande digestive des moules contaminées par le cuivre (Ribera et Taberly., 2011).

Cependant une contamination par des concentrations importantes de métaux peut
amener a une inhibition des protéases lysosomales et par conséquent une augmentation de la
demi-vie des protéines peut étre observée (Wang et al., 2011). Les métaux lourds alterent
donc la physiologie de ces organites par deux voies : d’une part en déstabilisant les
membranes des lysosomes primaires et secondaires et en augmentant le taux d’activité des
lysosomes, d’autre part en bloquant ’activité des enzymes hydrolytiques et en inhibant le
processus catabolique cellulaire, lorsque les concentrations en métaux sont élevées (Viau et
Tardif., 2003).

4. Effets sur les mitochondries

Au niveau des organites cellulaires, la cible principale du plomb est les mitochondries
dans lesquelles il s’accumule et provoque des lésions structurales (Perrin, 2007). Goyer
(1990) a pu montrer une altération du metabolisme énergetique dans tous les organes qui
refletent cliniquement une intoxication par le plomb, a savoir : le cerveau, le rein, le systeme
hématopoiétique. D’autres fonctions de la mitochondrie sont aussi affectées, par exemple les

pompes a sodium, potassium et calcium ATPases.

La capacité des mitochondries a accumuler les métaux lourds a été démontrée (Viau et
Tardif, 2003). Cette accumulation a pour conséquence la perturbation de la fonction
mitochondriale en altérant les membranes mitochondriales par la voie de la peroxydation
lipidique et en augmentant la perméabilité aux polypeptides ce qui entraine une perturbation

au niveau du gradient protonique responsable de la synthése d’ATP (Wang et al., 2011). Les
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métaux peuvent agir également, sur I’activité des enzymes mitochondriales tel que I’inhibition

d’isocitrate déshydrogénase nécessaire pour la synthése de I’ATP (Perrin, 2007).

Par ailleurs, la liaison du Cd avec les métallothionéines dont il a induit la synthese,
exacerbe les effets toxiques au niveau des cellules de la muqueuse intestinale, en particulier

par perturbation de la fonction mitochondriale (Phillips et al., 2005).

5. Effet sur le réticulum endoplasmique

Il a été démontré que les métaux lourds altérent la distribution des ribosomes entre le
cytosol et le réticulum endoplasmique. Au niveau des cellules saines, trés peu de ribosomes
libres sont présents dans le cytosol, la plupart se présentent sous la forme de polyribosomes

ou attaches au réticulum endoplasmique (Picot, 2010 ; Ribera et Taberly, 2011).

Une exposition au cadmium provoque une augmentation du nombre des ribosomes
libres et une diminution du nombre des polyribosomes ce qui amene a une diminution de la
synthese protéique. Les métaux lourds affectent, également les activités enzymatiques du
réticulum endoplasmique. Parmi ces enzymes on peut citer : la phosphatase alcaline, les

oxygeénases et la benzopyréne hydroxylase (Nzengue, 2008 ; Ribera et Taberly, 2011).
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CHAPITRE II.

LES BIOMARQUEURS - CONCEPT & INTERET
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1. Définition
Differentes définitions ont été données au terme « biomarqueur » :

Selon la définition proposée par le National Institute of Health (USA), un biomarqueur
est : une caractéristique qui est objectivement mesurée et évaluer comme un indicateur de
processus biologiques normaux ou pathologiques, ou de réponses pharmacologiques a une

intervention thérapeutique.

En toxicologie et en écotoxicologie, le terme biomarqueur se réfere a tous les
parametres biochimiques, cellulaires, physiologiques ou comportementaux qui peuvent étre
mesurés dans les tissus ou les fluides d’un organisme ou sur I’organisme entier, pour mettre
en évidence I’exposition a / ou les effets, d’un ou plusieurs contaminants (Depledge, 1994 ;

Flammarion et al., 2000).

Selon Lagadic et al. (1997), un biomarqueur est un changement observable et/ou
mesurable au niveau moléculaire, biochimique, cellulaire, physiologique, qui révéle
I'exposition présente ou passée d'un individu a au moins une substance chimique a caractére

polluant.

Ce terme est généralement utilisé dans un sens tres large, incluant quasiment toutes les
mesures reflétant une interaction entre systéme biologique et un danger potentiel ; ce danger

pouvant étre chimique, physique, ou biologique (OMS, 1993).

2. Notions et concepts

Les biomarqueurs ne sont pas un concept nouveau méme s’ils n’étaient pas utilisés
sous cette dénomination et de maniére aussi fréquente dans le passé. Pour autant, en médecine
cliniqgue la mesure et le suivi de la température corporelle pour une infection ou la
détermination de la glycémie pour le diabéte sont des exemples simples et utilisés depuis

longtemps qui répondent a la définition des biomarqueurs (Romanetto, 2011).

Depuis plusieurs années, le développement et la validation des biomarqueurs est un
axe majeur de recherche en médecine et en écotoxicologie. Ainsi, les biomarqueurs les plus
accessibles et les plus connus sont sans doute les paramétres physiologiques, biochimiques ou
moléculaires qui peuvent étre détectés dans les tissus ou dans les fluides biologiques, et ils
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peuvent aussi correspondre & d’autres natures, ex : mesure d’un biomarqueur par technique

d’imagerie ou a un ensemble de caractéristiques physiologiques mesurées simultanément.

Les xénobiotiques peuvent impacter différents niveaux de 1’organisation biologique et
peuvent engendrer des altérations pathologiques. Les progrés de la biologie cellulaire ont
permis une identification des mécanismes d’action toxiques des xénobiotiques. Ces
connaissances fondamentales ont ouvert la possibilité de forger de nouveaux outils
d’évaluation et de surveillance fondés sur les réponses biologiques induites par 1’exposition
d’organisme a des xénobiotiques. Ceci a donné naissance au concept de biomarqueurs, en
référence a des mesures de modifications des réponses biologiques suite a une contamination
(Depledge, 1994; Flammarion et al., 2000 ; Alkaddissi, 2012).

Les biomarqueurs représentent aujourd’hui un domaine vaste puisqu’ils se présentent
sous différentes formes physiques et biologiques et couvrent différents domaines
d’application aussi bien au cours du développement pharmaceutique que dans la médecine

clinigue (Romanetto, 2011).

Dans le domaine de la toxicologie environnementale, 1’approche « biomarqueurs » a
largement montré sa pertinence, d’ou I’importance de replacer I’approche des biomarqueurs
dans un contexte fonctionnel. En effet, ce que 1’on considére comme biomarqueur consiste en
une modification d’une structure ou encore une variation anormale d’une activité¢ biologique
(Manet, 2012). Or, dans des conditions normales, toute structure ou activité biologique joue
un role dans I’état d’homéostasie d’une cellule, d’un tissu, d’un organisme ou méme d’une
population. En ce sens, I’analyse de son rdle fonctionnel présente un intérét important
(Barillet, 2009).

L’analyse chimique des polluants présents dans les différents €écosystémes n’est pas
toujours possible du fait de la multiplicité des molécules présentes, et ceci a des
concentrations inférieures aux limites de détection analytique (Flammarion et al., 2000;
Manet, 2012 ). Ainsi la mesure de biomarqueurs est un des moyens envisagés pour établir de

maniére fiable un diagnostic de risque environnemental (Garric, 2010).

La détermination des biomarqueurs peut correspondre a des procedures extrémement
simples ou a des procedures plus récentes et complexes comme I’identification d’une
mutation spécifique du génome. Un biomarqueur mesuré au niveau individuel ne trouve sa

signification écotoxixologique que lorsqu’il permet de décrire, d’expliquer, voire méme
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éventuellement de prédire, les effets des polluants sur les populations et communautés
évoluant dans leur environnement (Lagadic et al., 1997).

La question de la frontiere entre « les effets dommageables » et les « réponses nettes
mais sans impact pour la santé » peut faire 1’objet de discussion serrée. Le développement
généralisé des biomarqueurs ouvre des perspectives car les réponses a 1’exposition a un agent
peuvent étre tracées a des niveaux trés bas (Hubert, 2010). Pour ce faire, il existe divers type
de stratégies, Il’utilisation de biomarqueurs est une méthodologie particuliérement
avantageuse. En effet, en utilisant des biomarqueurs pertinents et sensibles on peut détecter la
présence d’un agent perturbateur avant que les biocénoses n’aient été modifiées par celui-Ci ;
ils permettent donc de mettre en évidence la présence de polluants dans le milieu en observant
la variabilit¢é d’un parameétre particulier. En outre, certains biomarqueurs sont sensibles a

certains types de polluants ce qui permet de préciser la nature du probleme (Moreau, 2010).

La spécificité d’un biomarqueur pour certaines familles de molécules chimiques
(métaux lourds, produits phytosanitaires, hydrocarbures aromatiques polycycliques ...)
permet d’une part de révéler la présence de ces polluants. Et d’autre part de renseigner sur la
biodisponibilité de ces polluants ainsi que sur les effets biologiques précoces sur les
organismes (Hubert, 2010).

3. ldentification des biomarqueurs

Les biomarqueurs sont identifiés par 1’étude de la corrélation statistique existant entre
la présence ou l’intensité¢ d’expression d’un marqueur biologique particulier (métabolite,
protéine, ADN, ARN) et le résultat clinique observé (symptdmes de la maladie, effet
secondaire, efficacité). Cette identification passe en générale par 1’analyse comparative de
produits biologiques (sang, autres liquides biologiques, biopsies...) issus de sujets sains et de
sujets malade (a différents stade de la maladie) ou de sujets exposés (différents niveaux
d’exposition). Les caractéristiques biologiques identifiées uniquement dans 1’échantillon du
sujet malade ou du sujet exposé par mesures répétées ou différentiellement par rapport a un
témoin peuvent alors étre considéréees comme des biomarqueurs de 1’état physiologique
correspondant (Romanetto, 2011 ; Alkaddissi, 2012)).

Une exposition a des xénobiotiques ne mene pas forcément a un effet toxique, il y
a phénomeéne de détoxification, accumulation, tolérance et résistance. Mais ces phénomenes

ont généralement des codts physiologiques donc ils sont détectables et mesurables.
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4. Différentes natures de biomarqueurs

Differents biomarqueurs ont été proposés dans la littérature pour analyser les impacts
des agents toxiques (polluants métalliques et organiques) sur les organismes. On distingue
classiquement les biomarqueurs d'exposition, témoins de la simple pénétration du polluant
dans l'organisme et les biomarqueurs d'effets qui montrent que la substance a eu un effet,
toxique ou non, sur une cible critique. Cette classification est aujourd’hui moins utilisée parce
que s'il y a effet, il y a eu exposition et que réciproquement la mise en évidence de
I'exposition implique qu'il y a eu interaction entre le polluant et certaines cibles (au sens large)

dans I'organisme (Ribera et Taberly., 2011) et les biomarqueurs de sensibilité aux effets.
4.1. Biomarqueurs d’exposition

Les biomarqueurs d’exposition sont des indicateurs de la contamination des systemes
biologiques par un (des) xénobiotique(s) a un polluant. Ils permettent la mise en évidence
d’une exposition actuelle ou passée et renseignent sur la présence dans un organisme d’une
substance exogéne, de ses métabolites, ou d’un produit formé par 1’action du xénobiotique.
Ces biomarqueurs peuvent étre le résultat de 1’interaction du polluant avec des molécules
biologiques dans des tissus et /ou dans des liquides corporels (Lagadic et al., 1997). lls sont
en genéral impliqués dans les mécanismes de défense cellulaire et de détoxication des
xénobiotiques. Leurs variations n’entrainent pas obligatoirement d’effets déléteres

(Alkaddissi, 2012).
4.2. Biomarqueurs d’effet

Correspondent a des altérations biologiques qui en fonction de I’intensité des réponses
peuvent étre associées de maniere avéree statistiquement ou possible du point de vue
mécanistique a une pathologie ou un état physiologique altéré (Flammarion et al., 2000). Les
biomarqueurs d’effet permettent de montrer que le xénobiotique est entré dans 1’organisme
et, et qu’apres avoir été distribué entre les différents tissus, a exercé un effet toxique sur une

cible critique.
4.3. Biomarqueurs de sensibilité aux effets

Les biomarqueurs de susceptibilité indiquent quant a eux la capacité inhérente ou
acquise d’un organisme a répondre au stress induit par 1’exposition a un xénobiotique. Cette
catégorie de biomarqueurs peut donc notamment inclure des facteurs génétiques (Kouassi et
Fournier, 2003; Barillet, 2009). Cette sensibilité individuelle peut résulter de polymorphismes
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des génes impliqués dans le métabolisme des xénobiotiques ou dans la réparation des lésions
de I’ADN. Néanmoins, malgré I'intérét croissant suscité par le phénomene de variation
d’origine génétique de la réponse a la a la contamination par les polluants, les études incluant

le suivi de biomarqueurs de susceptibilité sont rares (Alkaddissi, 2012).

Etat de santé

RREVERSIELE

MALADIE l

REVERSIBLE

v

CONTEAINTE

MNOPRMAL Rénurvibls | Imaversibls
Homeostasie Compensation Non-compensation Mert

CONDITIONS PHYSIOLOGIQUES

les biomargquenrs

de la réponse ¢

Iniensiie

DOSE INTERNE OU DUREE D'EXPOSITION

Figure 3. Représentation des relations entre I'exposition (dose et/ou durée), I'état

de santé et la réponse des biomarqueurs (d'apres Depledge 1994)

Cette subdivision est quelque peu imprécise du fait que les réponses des biomarqueurs
peuvent étre interprétées comme étant des effets biologiques ou biochimiques induits suite a
I’exposition a I’agent toxique; ceci donnant théoriquement a ces reponses la capacité de

mettre en évidence a la fois I’exposition et les effets toxiques (Alkaddissi, 2012).
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5. Caractéristiques des biomarqueurs

Certains auteurs ont proposé de placer les réponses des biomarqueurs dans un
contexte plus fonctionnel en considérant leur rdle par rapport a I'noméostasie de I'organisme
(Figure 3). Ce sont des biomarqueurs relatifs a I'noméostasie de I'individu (B1) qui reflétent
précisément son état de santé. D'autres biomarqueurs sont a l'origine de phénomenes de
compensation qui limitent l'action toxique du polluant jusqu'a une certaine dose, de fagon
transitoire (B2) ou jusqu'a saturation (B3). Enfin, les biomarqueurs de non-compensation
subissent I'action des toxiques de facon réversible (B4) ou irréversible (B5) et témoignent

d'atteintes déléteres plus ou moins irréversibles pour I'organisme (Ribera et Taberly., 2011).

Les qualités attendues d’un biomarqueur sont:

Précocité (dans le temps) = principe des biomarqueurs

- Sensibilité (par rapport a la contamination en polluant)

- Spécificité (vis-a-vis de polluants ou de classe de polluants)

- Pertinence écologique (prévisions des effets sur I’écosysteme)
- Stabilité / répétabilité et durée dans la réponse

- Facilité de mesure

- Existence de référence (ou connaissance des facteurs de variation)

L’utilisation des biomarqueurs en milieu naturel permet I’évaluation intégrée dans le
temps et 1’espace des polluants biodisponibles, en termes de présence mais aussi d’effets sur
les populations animales, végétales ou microbiennes (Kouassi et Fournier, 2003 ; Capowiez,
2004).

Ils apportent des informations précoces sur la contamination du milieu, I'exposition et
I'état de santé des organismes qui le peuplent (réle diagnostic des biomarqueurs) et pourraient
éventuellement permettre de prévoir des effets aux niveaux supérieurs d'organisation (role
prédictif des biomarqueurs). lls témoignent de I'exposition a des contaminants rapidement

métabolisés donc difficilement détectables (Ribera et Taberly., 2011).
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CHAPITRE III.
MODELISATION TOXICOCINETIQUE

PRINCIPE & APPLICATION
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l. Introduction

La pharmacocinétique (PK) et la toxicocinétique (TK) consistent en 1’étude de
I’absorption, distribution, métabolisme et élimination (ADME) des substances toxiques ou a
usage pharmacologiqgue en fonction du temps (Gibaldi et Perrier., 1982). La
pharmacocinétique est une discipline introduite par Dost en 1953, qui a pour objet 1’étude
qualitative et quantitative du devenir spatio-temporel du xénobiotique dans 1’organisme
(Fenneteau, 2009). Elle permet de décrire les différentes étapes que subit le xénobiotique
depuis sa libération jusqu’a sa disposition au site d’action ainsi qu’a son ¢limination sous

forme inchangée ou métabolites (c’est ’action de I’organisme sur le xénobiotique).

Le terme toxicocinétique posséde une signification plus large, en ce sens que 1’analyse
toxicocinétique consiste a appliquer les principes pharmacocinétiques dans le but de prédire
I’éventualité que des effets toxiques puisent apparaitre et la gravité¢ de ces effets (liés a

I’intensité et la durée d’une exposition) pour des xénobiotiques (Viau et Tardif, 2003).

La toxicocinétique bénéficie de techniques de modélisation avancées, développées en
grande partie en soutien au développement et a I’utilisation des médicaments (Bois, 1999). Au
début des années 1930, des modeles a compartiments séquentiels ont été développés pour
simuler des données expérimentales en pharmacologie et que les premiers travaux incluant
une modélisation mécanistique et physiologique concernent la pharmacocinétique des
xénobiotiques ont été réalisés. C’est seulement dans les années 1960 que ce type de modéles a
été reconnu utile en raison des nouvelles connaissances sur la relation entre la dose et 1’effet
observé et I’importance des concepts cinétiques (Heredia Ortiz, 2014). Depuis les années
1990, I'application des modéles cinétiques a connu une expansion importante dans

I'évaluation des risques toxicologiques (Bois, 1999 ; Heredia Ortiz, 2014).
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Figure 4. Devenir d’un xénobiotique aprés administration extravasculaire
(Viau et Tardif., 2003)

1. Les parameétres pharmaco-toxicocinétiques
Spécifiques pour quantifier les différentes étapes ;
1. Volume de distribution (Vd) (Distribution)

Le volume de distribution est défini comme le volume apparent (litre/kg) dans lequel une
substance semble avoir été dissoute, apres absorption dans I’organisme, pour donner une
concentration initiale égale a C. (Viau et Tardif, 2003). C’est aussi un volume théorique dans
lequel le xénobiotique devrait se répartir pour étre a la méme concentration que celle du
plasma (Louchahi, 2007); ce volume est défini comme le ratio entre la quantité de
médicament présente dans I’organisme a un temps donné et sa concentration plasmatique au

méme instant (Toutain et Bousquet-Mélou, 2004).

La valeur du volume de distribution est inversement proportionnelle a la concentration
sanguine, les substances possedant une affinité particulierement élevée pour les tissus
adipeux (insecticide, solvants industriels, certains médicaments....) ont tendance a quitter la
circulation sanguine et possédent des volumes de distribution dont les valeurs peuvent étre
trés €levées . A I’inverse une substance qui posséde une forte affinité pour les constituants
sanguins, comme les proteines et les globules rouges, demeurera en grande partie dans la
circulation sanguine, et la valeur de son volume de distribution sera voisine de la valeur du

volume sanguin (Viau et Tardif, 2003).
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2. Biodisponibilité (F) (Absorption)

Fraction de la dose administé qui parvient a la circulation générale et la vitesse avec
laquelle elle y parvient (Louchahi, 2007) et qui devient par conséquent disponible pour

produire un effet systémique (Bernier, 2010).
Voie IV (voie intraveineuse= voie de référence) : F=100%

Lorsque la substance est administrée par voie extravasculaire, F peut varier de 0 a 100%.
La biodisponibilité d’une substance aprés administration orale dépend de plusieurs facteurs :
degré de dissolution dans les fluides intestinaux, dégradation par les sucs digestifs,

métabolisme présystémique intesrtinal et hépatique, et de I’action de transporteurs.
3. Constante d’élimination et demi-vie biologique

Ke est la constante d’¢limination. Cette constante est une mesure de la vitesse a laquelle le
principe actif est ¢liminé de 1’organisme par son métabolisme dans le foie ou son excrétion

urinaire. C’est la fraction de la quantité de substance qui est éliminée par unité de temps.

Temps de demi vie :Temps nécéssaire pour diviser par deux les concentrations
plasmatiques lorsque 1’équilibre de distribution est atteint , c’est un parametre directement
dérivé de ke. On lit sur la courbe le temps que met le xénobiotique pour diminuer de moitié
(a lire sur la pente terminale ou sur la pente unique si modéle a un compartiment). La demi
vie permet de quantifier la rémanence d’un xénobiotique dans 1’organisme (Schorderet et al.,

1989 ; Louchahi, 2007) .
4. Surface sous la courbe SSC (AUC : area under curve)

L’aire ou la surface sous la courbe des concentrations sanguines d’une substance reflete la
guantité de substance ayant atteint la circulation systémique. Sa valeur est directement
influencée par la biodisponibilité de la substance et de la clairance et proportionnelle a la dose
administrée, mais elle est indépendante de la vitesse d’absorption. On utilise les courbes de
concentration en fonction du temps. L’ AUC permet de calculer la disponibilité systémique
(F) lorsqu’on connait la dose administrée et la clearance. Elle correspond a 1’exposition d’un

sujet a un xénobiotique(Schorderet et al., 1989 ; Louchahi, 2007 ; Jianghong et al., 2014).
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5. Clairance (CL) métabolique, rénale ou totale (Métabolisme et élimination )

C’est la capacité d’épuration du foie et du rein qui sont les moteurs primaires de
I’élimination des substances xénobiotiques. La clairance est le seul paramétre quantifiant la
capacité d’élimination d’une substance par un organe ou l’organisme. La clairance totale,
somme des clairances hépatique et rénale, definit la part du volume apparent de distribution
effectivement et irréversiblement épurée par unité de temps (Jianghong et al., 2014). Plus la
clairance est faible ou plus le volume apparent de distribution est grand, plus la demi-vie

apparente d’élimination sera longue, et inversement(Schorderet et al., 1989 ; Louchahi, 2007).
I11.  Modélisation toxicocinétique

La modélisation de la toxicocinétique des substances chimiques offre un intérét certain
pour 1’évaluation des risques (Bois, 1999), c'est-a-dire le développement de modele
permettant de décrire la relation entre la dose du xénobiotique, sa concentration circulante
(plasmatique ou sérique) et son effet (Grenier, 2009). Une telle modélisation permet en effet
d’extrapoler de I’animal a I’humain, des fortes doses vers des faibles doses (ou I’inverse), ou
bien d’extrapoler a d’autres voies d’exposition que celles expérimentées (Jianghong et al.,
2014).

L’analyse ou la modélisation, consiste a utiliser des modeles mathématiques et
statististiques afin de décrire et quantifier les données observées ; elle se base sur les
phénommenes physiologiques et essaie de trouver le nombre minimal de parametres qui
peuvent décrire adéquatement les données (Moksassi, 2012), les prédire et ainsi optimiser les

études subséquentes (Grenier, 2009).

Dans certains cas, nous pouvons étre intéressés par les caractéristiques spécifiques de la
distribution aux organes et par la métabolisation du produit (ADME) dans 1’organisme. La
connaissance détaillée de la toxicocinétique du xénobiotique et de ses métabolites est
indispensable pour estimer les concentrations aux organes cibles donc les effets biologiques
en découlant (soit la toxicodynamique). La modélisation focalise alors sur la distribution et la
métabolisation de la substance toxique. Dans d’autres cas, nous pouvons étre plutdt intéressés
par 1’absorption et 1’élimination globale (ADME) de la substance toxique et de ses dérivés
dans I’ensemble de I’organisme, la connaissance des vitesses d’absorption et d’élimination
globale de la substance et de ses métabolites de 1’organisme est nécessaire afin de relier les

excrétions observées a des profils d’exposition. Par vitesse d’élimination, on référe a
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I’¢élimination globale d’un produit de 1’organisme sans se soucier des détails du devenir dans

I’organisme (Heredia Ortiz, 2014; Jianghong et al., 2014).).

I1 est donc possible d’avoir une confiance raisonnable dans les capacités des modeles a
décrire correctement des situations réelles (Bois, 1999). Le défi principal de la modélisation
toxicocinétique est de réussir a créer une représentation fidéle de la physiologie et du devenir
du composé et de ses principaux métabolites dans le sang, les tissus clés et les excrétas (Viau
et Tardif., 2003 ; Heredia Ortiz, 2014).

La toxicocinétique peut étre prédite a 1’aide d’une analyse noncompartimentale, ou par

une modélisation compartimentale:
1. Analyse non compartimentale

Le passage d’un xénobiotique a travers le corps peut étre considéré comme un processus
stochastique, sujet a des fluctuations aléatoires. L’analyse non-compartimentale (ANC) utilise
les moments statistiques de cette variable aléatoire en considérant la courbe concentration-
temps comme une courbe de distribution statistique (Gibaldi et Perrier., 1982). Le modele non
compartimental est appelé aussi analyse par moments statistiques (Bernier, 2010). Ce type
d’analyse est basé¢ sur le temps moyen de séjour d’’une molécule étudiée a I’intérieur de
I’organisme (MRT). Comme la structure du systéme n’est d’aucun intérét, le résultat de
’analyse connait moins de variations d’un cinéticien a 1’autre en comparaison avec ’analyse

compartimentale ((Jianghong et al., 2014).

La manipulation algébrique des formules de [’analyse compartimentale a permis
d’¢élaborer les formules de I’analyse dite non-compartimentale pour des systemes ayant des
propriétés bien définies, en particulier I’absence d’échanges directs entre les compartiments
périphériques et I’extérieur. Cette méthode de calcul fait abstraction des compartiments d’ou

le qualificatif de non-compartimentale (VVigouroux, 2010).

L’analyse non compartimentale du profil des concentrations plasmatiques ou sanguines
(C) d’un xénobiotique en fonction du temps (t) est basée sur la théorie des moments
statistiques (S) (Grenier., 2008). Malgré ses limites, I’analyse dite "non compartimentale"
s’avere trés utile pour simplifier 1’étude pratique du métabolisme de la plupart des
xénobiotique (Vigouroux, 2010). L’application de cette méthode d’analyse est cependant
conditionnelle au respect de deux prémisses. Tout d’abord tous les phénomeénes de transfert

sont d’ordre 1 et I’¢élimination se fait a partir du compartiment de transfert (le sang), ce qui a
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pour conséquence 1’additivité des clairances. Deuxiément, le temp de séjour moyen a
I’intérieur du systéme pharmacocinétique est indépendant de la voie d’administration

(Bernier, 2010)

Contrairement a 1’analyse compartimentale, la méthode non-compartimentale (utilisant
I’analyse des moments statistiques) est basée sur 1’aire sous la courbe (AUC) et le moment
résiduel moyen (MRT) et peut étre appliquée pratiquement a toutes les données
pharmaco/toxicocinétiques (Jianghong et al, 2014). Cette analyse permet par des équations
mathématiques simples la détermination des differents parametres toxicocinétiques ainsi

qu’une approche descriptive des phénomenes (Brochot, 2006, Jianghong et al ., 2014).
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Figure 5: Calcul de P’aire sous la courbe des concentrations plasmatiques par la

méthode des trapézes (Louchabhi., 2007)

Le principe de base repose sur la méthode des trapézes (Figure. 5), permettant
I’estimation de la surface sous la courbe des concentrations en fonction du temps (AUC), les
unités de ’AUC sont : Concentration x Temps. L’AUC peut étre estimée en utilisant la
méthodes des trapezes linéaire, ou log-linéaire ou par la combinaison des deux (Jianghong et
al., 2014). Elle consiste a découper le graphe en tranches horaires délimitant des trapézes dont
la base se confond avec ’axe des abscisses (temps) et le sommet avec la portion de courbe
correspondant a la tranche horaire considérée. 1l est évident que le coté supérieur oblique du
trapéze n’étant pas rigoureusement superpos¢ a 1’arrondi de la courbe, entraine une erreur
inhérente a la méthode. La somme des surfaces de tous les trapezes est a peu pres egale a la
surface sous la courbe. La méthode est d’autant plus précise que le nombre de trapézes est

plus élevé et les intervalles de temps plus courts (Vigouroux, 2010).
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L’estimation de la constante fractionnelle d’élimination (Ke) se fait par régression
log-linéaire sur les points terminaux. Cette constante permet ensuite d’estimer la surface sous
la courbe au-dela du dernier point mesuré (en pratique un triangle) en 1’extrapolant a I’infini .
A partir de ces paramétres initiaux, sont calculés : la clairance (Cl), le volume de distribution
(V,), la demi-vie d’élimination (Abbara., 2009) et le MRT (Mean Residence Time) qui est
une mesure statistique du temps moyen que passe une molécule dans 1’organisme. Ce temps
résulte directement des phénomeénes simultanés de distribution, métabolisme et d’élimination

(Fenneteau, 2009)..

I’approche non-compartimentale permet d’extraire rapidement et simplement les
paramétres PK du xénobiotique étudié a partir du profil de concentration plasmatique
(Jianghong et al., 2014). La fiabilité de détermination des parametres PK repose sur
I’estimation adéquate de I’AUCo et de ke, qui a leur tour dépendent entierement de la qualité
et de la quantité des données plasmatiques disponibles dans la phase terminale d’élimination

(Fenneteau, 2009).
2. Modélisation compartimentale

L’approche compartimentale considére 1’organisme comme une succession de
compartiments dans lesquels le xénobiotique se distribue et diffuse de 1’un a 1’autre. Deux
approches de modelisation pharmaco/toxicocéniques sont principalemet utilisées: les
modeéles compartimentaux de types classiques (Brochot, 2006) nommeés aussi les modeles de
données et les modeéles physiologiques ou les modéles de processus. Dans le premier cas, la
structure du systeme compartimental ne prend aucunement en compte les mécanismes
physiologiques impliqués et son but premier est de fournir la description la plus précise
possible des concentrations chez les animaux a I’étude. A 1’opposé, les modéles de processus

sont élaborés a partir des mécanismes physiologiques (Berneir, 2010 ; Jianghong et al., 2014).

Ces modeles se basent sur la subdivision de I’organisme en compartiments, dans les
quels la substance est supposée se distribuer uniformément (Brochot, 2006). Typiquement,
dans les modeles toxicocinétiques a compartiments, les compartiments peuvent représenter
des organes individuels, des ensembles d’organes ou des fonctions (Heredia Ortiz, 2014). Un
compartiment est un ensemble homogene de molécules sur le plan cinétique. C’est 1’unité
fonctionnelle du modeéle et il peut avoir ou non une réalité biologique ; le plus souvent il
s’agit d’un espace virtuel defini par des données. Lorsque les données sont exprimées en

concentration, le compartiment aura un volume noté V (Toutain et Bousquet-Mélou, 2007).
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L’analyse des données par une approche compartimentale peut par ailleurs se faire sur
une base individuelle ou par une approche de population. Selon Grenier (2009), on parle
d’une approche individuelle lorsque les données toxicocénitiques de chaque individu sont
analysées sans egard aux données des autres individus alors que par une approche de

population, les données de tous les individus de 1’étude sont prises en considération.

En général, les compartiments représentent la quantité du composé toxique au niveau
de différents sites a I’aide des fonctions analytiques. Ces fonctions obtenues sont caractérisées
par des paramétres inconnus et propres au Xxénobiotiqgue en question. Des données
expérimentales sont nécessaires a la détermination de ces parametres (Heredia Ortiz, 2014).
Les modeéles compartimentaux sont tres largement employeés, ils sont définisables a partir des
données plasmatiques (ou urinaires) facilement accessible en expérimentation (Toutain et
Bousquet-Mélou, 2007 a). L’avantage de cette méthode d’analyse réside dans son utilisation a
la fois simple et claire et du fait qu’elle permet de déterminer a tout instant la concentration de

la molécule étudiée dans un compartiment donné (Bernier, 2010).

Les concentartions  plasmatiques sont généralement en équilibre avec les
concentrations du site d’action. On pourra donc passer des profils de concentrations

plasmatiques au profil des effets en fonction du temps (Toutain et Bousquet-Mélou., 2007a).
2.1. Les modeles toxicocinétiques classiques

Seuls quelques compartiments liés par des échanges de substance définissent un
modele toxicocénitique classique (Brochot, 2006). L’analyse compartimentale repose sur
deux hypothéses: le xénobiotique se distribue de facon homogéne dans un compartiment, et
les organes et ou les tissus ayant des caractéristiques cinéetiques similaires peuvent étre

regroupés en un méme compartiment (Bernier, 2010 ; Abbara, 2009).

Typiquement, un compartiment central est défini , et des compartiments périphériques
sont ajoutés jusqu’a 1’obtention d’un ajustement correct du modele aux données (un ou deux
sont généralement nécessaires (Brochot, 2006). Les transferts entre les compartiments
peuvent étre écrits en utilisant des équations différentielles. Les systémes d’équations
différentielles sont souvent simples et une solution intégree décrivant les concentrations au
cours du temps peut étre obtenue (Moksassi, 2012). Les €équations décrivant la cinétique d’un
xénobiotique sont des sommes d’exponentielles dans lesquelles les constantes quantifient les

vitesses de résorption, de transfert entre les compartiments et d’élimination (Schorderet et al.,
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1989 ; Jianghong et al., 2014). Les compartiments ne sont pas donc nécessairement
biologiquement interprétable, ni les parametres du modele. Ces modéles permettent de
décrire de facon satisfaisante certaines cinétiques avec un minimum de parametres (Brochot,
2006)

La construction d’un modéle compartimental va faire appel a differentes grandeurs ; nous
aurons a manipuler: des variables, des constantes et des parameétres. (Toutain et Bousquet-
Mélou, 2007a).

a. Cinétique Monocompartimentale

dose

r_\ Ka

Ka : constante d’absorption

‘ Kel : constante d’élimination

Kel

Figure 6 . Modéle Monocompartimental (Administration extravasculaire)

Les données peuvent étres modélisées avec le modele classique le plus simple,
monocompartimental (Figure. 6). On considére que ’organisme est représenté par un seul
compartiment. Un compartiment central et un compartiment qui sert comme dépét a partir
duquel la substance est absorbée (administration extravasculaire). Un seul compartiment peut
tenir compte d’une relation entre deux mesures distinctes (une a ’entrée et I’autre a la sortie)
(Heredia Ortiz, 2014). le corps y est représenté par un seul volume V, dit volume «de
distribution ». Etat d’équilibre entre le plasma et les tissus atteint quasi instantanément
(absorption et distribution quasi instantanés). Le temps de distribution est tres rapide

considéré comme nul.

La courbe de concentration en fonction du temps est une exponentielle pour le modele

monocompartimental, seule la phase d’élimination est visible.
Cp = Ae™™ = Coe ™™

o : la vitesse de décroissance.
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Le modele inclut les parameétres suivants : Ka (constante d’absorption d’ordre 1),

K10(constante d’¢élimination d’ordre 1) et le volume de distribution (V1). Un paramétre

important qui désigne la capacité de 1’organisme a ¢liminer le médicament est la clairance

(CL) qui est le produit du V1 et K10 (Louchahi, 2007 ; Toutain et Bousquet-Mélou, 2007b ;

Moksassi, 2012).

Suite a I’injection IV, la concentration du principe actif s’établit dans un temps que

I’on peut considérer comme instantané. Immédiatement, 1’élimination commence et la

concentration décroit de fagon réguliere, en suivant la loi exponentielle.

b. Cinétique Bicompartimentale

dose
| Ka
l \ 4 K12 '
' 1 K21 ‘ 2
Compartimentﬁ Kel b %t -
Central ompartimen

péviphérique

Ka : constante d’absorption
Kel : constante d’élimination

K12 : constante de transfert ou d’échange du

compartiment 1 vers le compartiment 2

K21 : constante de transfert ou d’échange du

compartiment 2 vers le compartiment 1

Figure 7. Modéle bicompartimental (Administration extravasculaire)

Un autre modele structural est le modele a deux compatiments (Figure. 7). Dans cet

exemple, le compartiment 1 est le compartiment qualifié de «central », ¢c’est-a-dire qu’il regoit

la dose administrée et c’est a partir de lui que le xénobiotique est éliminé. Il regroupe le sang

et les tissus dont les concentrations de xénobiotiques s’équilibrent rapidement avec la

concentration sanguine de celui-ci. Le compartiment 2 ou « périphérique » représente pour sa

part un compartiment d’échanges ou les molécules de xénobiotique transitent de fagon

différente au compartiment central. 1l peut regrouper les organes moins vascularisés ou ceux

qui retiennent de fagon plus longue le médicament (Bernier, 2010 ; Jianghong et al., 2014).

On considére 1’organisme comme deux compartiments. L’utilisation d’un deuxi¢me

compartiment permet de représenter la partie qui se distribue vers les tissus ; 1’étape de

distribution du compartiment sanguin vers les tissus (compartiment 2) devient visible.

(Mouksassi, 2012)
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Aprés une administration intraveineuse (ou orale), un « comportement biphasique »
des courbes de concentration en fonction du temps: & une phase de décroissance rapide
(phase de distribution ou phase a) succéde une phase plus lente (phase d’élimination ou phase
B). Au cours de la phase d’élimination, le compartiment central (ou s’effectue la mesure de la
concentration du principe actif) est en état de pseudo-équilibre avec le compartiment
périphérique ou tissulaire (Schorderet et al., 1989) .

Des échanges réciproques sont observés entre les compartiments central et
périphérique. Cette répartition compartimentale permet d’adapter la posologie (médicament)

et de mieux comprendre certains aspects toxicologiques (Benyoussef, 2014).

Quatre parametres sont suffisants pour caractériser ce modele. Il peut s’agir de
microconstantes (K10, K12, K21) et le volume central de distribution(V1) servant a écrire une
équation intégrée simple du modeéle et de calculer les temps de demi-vie de distribution
(t1/2a) et d’élimination(t1/2p). Egalement les parameétres peuvent étre représentés par des
clairances et des volumes (CL. V1. V2 et Q) qui seront plus facilement corrélés a des facteurs

internes, externes ou physiologiques pouvant expliquer la variabilité (Mouksassi, 2012).

L’équation de la courbe est formée de 2 exponentielles, la 1 définit la distribution de

la substance, la 2°™ définit I’élimination. Suite & une injection IV, la concentration
plasmatique est atteinte de maniére quasi instantanée, et ensuite elle décroit selon une allure
exponentielle. L’équation de ce modele est :

C, = Ae ™" + Be

La premiere phase () correspond a la phase de distribution, la deuxieme () a la phase
d’élimination

a, B : vitesses de décroissance respectivement des phases de distribution et d’élimination
A, B : concentration au temps 0 respectivement des phases de distribution et d’élimination
Pour chaque phase, il est possible de déterminer une ty, .

ty, a: la demi—vie de distribution

ty, B : la demi —vie d’élimination
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Tableau 1: Détermination des parameétres toxicocinétiques par calcul /Administration

intraveineuse

Parameétres vd Cl Ke AUC T
(0,)
Modéle _ dose _a _In2
Monocompartimental V% = Co Cl=K, xvd Ke =74 Co b2 ="ge
K.
Cl— dose _ 0,693
~ AUC(0,) " Ke
Modéle T dose K>y
Bicompartimental 1 4+B Cl=pBxvdy, _AB+tBa _4. b t) = 2
A+B T a B "
cl = dose Ke — a.f t1(B) = In2
TAUCO,) Kn 7B

c. Cinétique tricompartimentale

On peut rendre le modele précédent plus complexe par ajout de compartiment

(Figure. 8) et de paramétres mais on dépasse rarement trois compartiments. Dans le modéle

tricompartimental, il existe en plus un compartiment qui échange de maniére plus lente avec

le compartiment central. 1l ya deux étapes de distribution : Compartiment central vers 1%

compartiment tissulaire vers 2°™ compartiment tissulaire, C’est le cas des anesthésiques

généraux. On a donc trois exponentielles (2 pour les deux phases de distribution et une pour
la phase d’élimination) (Louchahi, 2007; Bernier, 2010).

dose
Ka
F
ki3 _ | N K1
2
s 31 |, K21
Kel

Ka : constante d’absorption
Kel : constante d’¢limination

K12 : constante de transfert ou d’échange du
compartiment 1 vers le compartiment 2

K21 : constante de transfert ou d’échange du
compartiment 2 vers le compartiment 1

K13: constante de transfert ou d’échange du
compartiment 1 vers le compartiment 3

K31 : constante de transfert ou d’échange du compartiment 3 vers le compartiment 1

Figure 8. Modele tricompartimental (Administration extravasculaire)
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Contrairement a I’analyse nomcompartimentale, 1’analyse compartimentale offre
I’avantage de s’appliquer a tous les types d’administration et aux cinétiques linéaire et non
linéaire. Elle est par contre plus complexe, moins robuste et le temps d’analyse est beaucoup
plus long que I’analyse noncompartimentale. Il est a noter toutefois que les mod¢les
pharmacocinétiques compartimentaux ne sont pas les plus complexes, pensons aux modeles

physiologiques ou encore aux modéles incluant la pharmacodynamie (Grenier, 2009).

Puisque le modéle a compartiments (non physiologique) ne contient pas d’information
explicite sur les valeurs physiologiques telles que le volume des tissus ou le débit sanguin, il
devient nécessaire lors de I’extrapolation a 1’humain d’établir la correspondance entre les
paramétres cinétiques utilisés dans le modeéle et les variables physiologiques associées
(Heredia Ortiz, 2014).

2.2. Les modeles toxicocinétiques physiologiques (PBPK)

Les modéles toxicocinétiques physiologiques (ou PBPK pour physiologically based
pharmacokinetic) peuvent décrire de facon plus détaillée les mécanismes connus de

I’absorption, de la distribution, du métabolisme et de 1I’excrétion (Brochot, 2006).

De par leur description paramétrique de I’organisme, les modéeles PBPK s’appuient sur les
connaissances biologiques et anatomiques pour décrire ces processus. Plus précisément, le
corps est divisé en plusieurs compartiments ayant tous une signification physiologique. Les
fluides biologiques, principaux vecteurs des composés dans le corps, créent les
interconnexions entre les compartiments (Bernier, 2010). De par leur description de
I’organisme, les modeles PBPK fournissent un cadre paramétrique nécessaire aux
extrapolations et transpositions inhérentes aux études toxico/pharmacocinétiques (Heredia
Ortiz, 2014).

3. Le choix du modéle pharmaco/toxicocinétique

Dans I’analyse des données pharmaco/toxicocinétique, il est fréquemment nécéssaire de
sélectionner le nombre d’exponenticlles utilisées pour décrire la relation concentratione-
temps. (Tomas et al., 1994). Plusieurs approches existent mais n’ont évidemment pas les
mémes forces et faiblesses (Grenier, 2009). Chaque modéle n'est valide que sous certaines
conditions. Il est donc nécessaire de définir le domaine de validité du modele (Nazanin,
2012).
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Un principe fondamental est la parcimonie : le model doit étre le plus simple possible
(nombre minimum de parmétres) tout en répondant aux objectifs de la modélisation
(Moksassi, 2012). On choisit toujours le modele le plus simple nous permettant de décrire le
plus adéquatement possible nos données (Grenier, 2009). S’il faut choisir entre deux mod¢les
donnant les mémes éstimations, la régle de parcimonie s’applique, le modéle le plus simple
est le meilleur (Bernier, 2010) .

Le modeéle structural que 1’on peut construire dépend des propriétés du xénobiotique et du
type de données disponibles. Si on a des données plasmatiques et urinaires pour un
xenobiotique éliminé en partie par voie rénale, on va distinguer dans notre modele

I’¢élimination par voie rénale des autres voies d’élimination (Grenier, 2009) .

Le critére objectif le plus utilisé en pharmacocinétique pour juger de la pertinence de
I’ajout de parameétres supplimentaires, tel que pour I’ajout d’un compartiment supplémentaire,
est le critere d’ Akaike (Akaike information criterion : AIC) ¢a nous aide a mieux compendre
dans quelle circonstance certaines techniques sont préférables a d’autres. Le critére d’Akaike
tient compte du fait qu’en augmentant le nombre de parmetres, il y a une perte de liberté et
aussi bien sur du fait que 1’on veut que le modéle explique le mieux possible les données
(Grenier, 2009). Ce critére tient a la fois compte de la perfornance du modele et de la
complexité de ce dernier (Yamaoka et al., 1978) cité par (Bernier, 2010). Plus la valeur

d’AIC obtenue est petite, meilleur est le modéle.
Il est calculé a partir de 1’équation suivante :
AIC =N.InR, + 2p

N : représente le nombre de données, R.: la moyenne des carres des écarts entre le modéle et

les observations et p : le nombre de paramétres du modele.
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4. Approche Toxicocinétique dans I’Evaluation des Risques

Mesurer ou évaluer la dose interne (au niveau sérique, urinaire ou cellulaire) est I’'un
des premiers pas de 1’évaluation des risques en toxicologie ; disposer d’outils d’analyse, de
biomarqueurs, d’outils de synthése toxicocinétiques devient une necessité (Bois, 1999), d’ou
I’interet de la modélisation PK/TK. Cette derniére repose sur la description mathématique des
concentrations plasmatiques et/ ou tissulaires d’un xénobiotique qui résulte des processus de

LADME (Brochot, 2006 ; Fenneteau, 2009).

Lorsqu’on utilise ces modé¢les mathématiques, on suppose que le métabolisme des
substances dépend de processus (absorption, distribution, biotransformation et excrétion ) de
premier ordre. Cela signifie, par exemple, que le taux d’élimination d’une substance est
proportionnel a la quantité de substance présente dans le corps, et ce, a tout moment. Selon
Viau et Tardif (2003), la plus part des xénobiotiques se caractérisent par des cinétiques de
premier ordre, pour autant que les différents processus impliqués dans leur élimination ne

soient pas saturés.

Les effets relatifs a I’exposition a une substance ne sont pas uniquement liés a la dose
recue lors de I’exposition, mais dépendent de la quantit¢ de produit actifs (parent ou

métabolite) atteignant les cellules cibles (Brochot, 2006).

Dans I’exemple suivant, Collet et al. (2012) ont conduit une expérience pour une
évaluation des effets oestrogéniques du Bisphénol A (BPA). Une approche TK a été réalisée
apres une administration intraveineuse (IV) et une administration orales. L’analyse non-
compartimentale des données plasmatiques du BPA a été choisie. L’AUC est prise comme
mesure d’exposition effective, ce paramétre a été calcule avec la méthode des trapéses

arithmétiques.

La modélisation compartimentale consiste a trouver 1’équation mathématique
appropriée qui permet de décrire le mieux possible le comportement cinétique d’un
xénobiotique dans un compartiment, en faisant appel a une technique dite de « lissage » (Viau
et Tardif, 2003).

Micallef et al. (2014) ont réalisé une évaluation de la concentration de butadiene
(substance chimique considérée comme potentiellement carcinogéne pour I'hnumain dans l'air
exhalé), un modéle bicompartimental a été choisi. Deux compartiments ont été définis : un

compartiment "central” par lequel ont lieu les échanges de butadiéne avec le milieu extérieur
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(inhalation et élimination métabolique) et un compartiment "périphérique™ connecté au
compartiment central. Un systeme d'équations différentielles donné en annexe, permet de
décrire les variations temporelles des quantités de butadiene au sein de ces compartiments et

sa cinétique d'élimination.

Plusieurs modeéles toxicocinétiques ont été développés pour décrire la distribution de
la dioxine (TCDD) dans le corps et son élimination. Des modéles compartimentaux de type
classique, relativement simples, ont été en général utilises pour les analyses de
toxicocinétique de la TCDD chez I’homme (Bois, 2003).

Concernant la modélisation toxicocinétiqgue de mélange de composés organiques
volatils dans I’eau potable, les études ont démontré que les modeles pharmacocinétiques a
base physiologique (PBPK) sont des outils éprouvés pour simuler I’exposition par voies
multiples et pour évaluer divers scénarios de contamination (Bois, 2003 ; Nazanin, 2012 ), le
modele utilisé est en fait applicable & de nombreux autres produits organiques persistants
(Bois, 2003)

Une étude relative a la cinétique du chlorure de cadmium suite a une administration
orale et intraveineuse chez la brebis non lactante a été réalisée par Mehennaoui et al. (1994).
Le profile des valeurs des concentrations du cadmium dans le sang en fonction du temps
chez toutes les brebis est adapté pour une analyse selon un modeéle tricompartimental ouvert.
Pour certaine substances il est parfois nécessaire d’ajouter des compartiments supplémentaires
pour étre en mesure de fournir une description adéquate de leur comportement cinétique
(Viau et Tardif., 2003). Le choix d’une analyse tricompartimentale pour caractériser la
cinétique du cadmium est en accord avec le critére d’information d’Akaik, la distribution du
cadmium chez toutes les brebis est mieux adapté aux équations triexponentielles. Le calcul
des parameétres toxicocinétiques du cadmium suite a 1’exposition orale présente une
biodisponibilité faible, un large volume de distribution et une accumulation du cadmium dans

certains tissus (fois et rein) ce qui exlique un taux d’élimination bas.

L’alimentation est la principale source de 1’intoxication par le cadmium et la
cadmiurie est considérée comme un bon biomarqueur pour évaluer 1’accumulation du
cadmium dans les reins. Pour I’évaluation des risques de I’exposition au cadmium a long
terme, Amzal et al. (2009) considérent la modélisation du lien entre les concentartions
urinaires du cadmium et DI’éxposition alimentaire a ce polluant comme étape clé,

particulierement chez les populations sensibles. Une étude sur une période de 20 ans a été
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réalisée. Les auteurs ont opté pour une analyse monocompartimentale de population, cette
approche est une option adéquate pour lier I’ingestion du cadmium aux concentrations
urinaires et de décrire la variabilité chez les populations exposées. Le temps de demi-vie a été
estimé a a peu pres 11,6 années, avec une variabilité d’environ 25%. Cette étude a démontré
que le modéle monocompartimental peut prédire I’exposition alimentaire au cadmium, en se
référant aux cadmiuries, aussi bien qu’un modéle plus complexe, les modéles toxicocinétiques

physiologiques (PBPK.)

Plusieurs études ont été conduites, pour évaluer 1’effet de la voie d’administration sur
la pharmaco/toxicocinétique des xénobiotiques. L’administration orale de la Cinnarizine
(traitement de [I’arteriosclérose cérébrale...) présente une dissolution variable et une
biodisponibilité basse. La forme injectable de la substance a ¢été développée afin d’améliorer
la biodisponibilité et rendre I’administration plus commode pour les patients souffrant de
dysphagie. Bao-qiu et al. (2010) ont réalisé une étude pour comparer la pharmaco- et la
toxicocinétique de la Cinnarizine apres une administration intraveineuse et une administration
orale chez le chien, et fournir une base scientifique pour le développement de la substance en
injectable. L’HPLC est utilisée pour le dosage de la Cinnarizine dans le plasma et les
parametres pharmacocinétiques et toxicocinétiques ont été calculés et comparés. La cinétique
de la substance apres administration orale est adaptée pour une analyse noncompartimentale,
alors que celle de la Cinnarizine apes administration intraveineuse est adaptée pour le modele
bicompartimental. Cette étude indique que les propriétés pharmacocinétiques et
toxicocinétiques de la Cinnarizine injectable sont avantageuses par rapport a celle de la

preparation orale.

Plusieurs auteurs se sont interessé a la pharmacocinétique des antibiotiques, leur
élimination mammaire et au concept de résidus. Signalons que les toxiques lipophiles
accumulés dans 1’organisme des femelles lactantes peuvent passer dans le lait. Goudah et al.
(2007) ont étudié la PK et surtout I’excretion mammaire de 1I’Erythromycine chez la brebis
lactante aprés administration 1V, IM et SC. La grande décroissance de la concentration
sérique apeés une injection 1V, est evidente chez tous les animaux, illustant la phase de
distribution du produit, c’est ce qui a justifié I’utilisation du model bicompartimental. Par
ailleurs, les moyennes des concentrations sériques suite a une administration IM et SC sont
inférieures comparativement aux concentrations liées a la voie 1V. Toutefois, apés un certain
temps les concentrations augmentent et deviennent superieures. Les courbes apres

administration (IM et SC) sont plus adaptées au modeéle cinétique noncompartimental. Les
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données relatives a la concentration du médicament dans le lait en fonction du temps ont été
analysées par une approche noncompartimentale et I’importance du passage du médicament

du sang vers le lait est exprimé par AUC it/ AUCg¢rum €t par le ratio Crmax- 1ait/ Cmax-sérum.

Les modeéles pharmaco-toxicocinétiques peuvent aussi étre étendus pour décrire

I’animal en gestation ou la femme enceinte, et les relations meére-embryon ou mere-feetus.

Chez la brebis gestante, le dernier triméstre de la gestation est une période tres
dynamique en terme de développement feetal, associée a des changements physiologiques
profonds, qui peuvent altérer les phases de la cinétique du produit chimique. Le volume du
plasma et 1’eau corporelle totale augmentent présque de moitié pendant la gestation. Ces
facteurs affectent le volume de distribution, qui accroit pour la majorité des xénobiotiques.
La concentration des proteines plasmatiques diminue pendant la gestation causant une
augmentation des fractions libres (non liées) de certains xénobiotiques lors de la distribution.
Un large volume de distribution des substances lipophiles est crée par 1’augmentation de la
masse graisseuse corporelle. Dans ce contexte, Pérez et al. (2007) ont observé des variations
des concentrations d’ivermectine (anthelminthique) dans le plasma, chez des brebis gestantes,
apres administration sous-cutanée. Les paramétres pharmacocinétiques ont été déterminer par
une approche noncompartimetale. Les valeurs du Cpax, Tmax €t de I’AUC sont similaires chez
les deux groupes (gestantes et les non gestantes), mais les valeurs de MRT observées chez les
brebis gestantes sont significativement élevées que chez les brebis gestantes, sachant que
MRT est 'un des meilleurs parametres pour décrire la durée de la persistance d’un

xénobiotique dans I’organisme.

La modélisation pharmacocinétique s'oriente vers des descriptions de plus en plus
fines de l'organisme, capables d'intégrer davantage de données. La création de modéles
toxicocinétiques a la fois génériques et détaillés permettrait de décrire, a l'aide d'un méme

modeéle, la distribution de multiples substances et leurs interactions (brochot, 2006).

La modélisation de la toxicocinétique des substances chimiques permet de déduire
scientifiguement et quantitativement des facteurs de sensibilité entre espéces animales. Avec
son aide, il est possible de se baser sur la dose interne, effective, de toxicité pour évaluer le
risque d’atteinte d’organes cibles (Collet et al., 2012). Cette technique, qui vient en support de

I’évaluation des risques est maintenant bien établie.
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1. Animaux

15 brebis de la race (Ouled Dijellel) ont fait 1’objet de 1’expérimentation. Les animaux agés
de deux ans, avaient un poids moyen de 40 kg et considérés comme cliniqguement sains, en se
basant sur leur historique et sur I’examen général. Les brebis sont logées dans une bergerie

collective au sein de I’animalerie du département des sciences vétérinaires.

Pendant toute 1’expérimentation, la ration alimentaire correspondait a une alimentation
standard pour I’entretien des brebis non gravides et non lactantes; composée de foin et de
concentré, I’eau est distribuée ad libitum dans un récipient surélevé pour éviter tout risque de
souillure par les aliments ou par la matiére fécale et elle est renouvelée quotidiennement. De
bonnes conditions d’¢élevage et de bien étre ont été assurées, 1’espace individuel est respecté, une
litiére propre et séche, ainsi qu’une bonne aération de la bergerie. Des soins de routine et des
manipulations pour les animaux ont été réalisés sans contraintes ni stress. Les animaux ont été
tondus au printemps et un entretien des onglons a été assuré. Trois animaux sont morts durant

I’expérimentation.

A la réception des animaux, un examen clinique a été realise, nous avons insisté

particulierement sur :

L'allure générale et la conformation des brebis.

Le comportement des animaux notamment le comportement alimentaire.

La défécation et I’aspect des feces

L'état de la peau et des phanéres, la présence éventuelle d'ectoparasites.

L'absence totale d'une éventuelle infection (hyperthermie, abcés, jetage, larmoiement,

boiterie...).
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2. Conception de I’expérimentation

Pour former les lots, les animaux ont été répartis aléatoirement en 03 groupes de 05 sujets
selon la nature du traitement. Les moutons ont été identifiés par des boucles numérotées de

couleurs différentes.

- Lot Plomb : animaux traités au Pb identifiés avec des boucles vertes :

Le n° 1168(01), le n°® 1169 (02), le n° 1171 (12), le n°® 1179 (13) et le n® 1170 (15).
- Lot Cadmium : animaux traités au Cd identifiés avec des boucles jaunes:

Le n® 235 (03), le n° 236 (4), le n° 227 (05), le n° 228 (10) et le n° 238 (11).

- Lot (Plomb + Cadmium): animaux traités au Pb + Cd identifiés avec des boucles rouges :
Le n°® 3579 (06), le n° 84 (07), le n° 63 (08), le n° 3578 (09) et le n° 83 (14).

Le schéma expérimental a été conduit en trois périodes:

La période 1: d’une durée de 4 semaines avant de commencer I’administration des sels
métalliques. Pendant cette période, les animaux sont considérés comme témoins pour
I’expérimentation. Les brebis ont été vermifugées, vaccinées contre la clavelée et préservées de
tout contact avec les autres animaux dans I’animalerie. Afin de déterminer I’apport en éléments
traces métalliques dans 1’alimentation, le dosage du Pb, du Cd et de certains éléments essentiels

(Calcium, Zinc, Cuivre et Fer) a été réalisé dans le foin et dans 1’aliment concentré.

Au préalable, cette phase permet de dresser un bilan général de santé des brebis qui s’est

avéré satisfaisant.

La période 2 : période de I’exposition, étalée sur 17 semaines. Pendant cette période, les
sujets ont recu des doses uniques, infratoxiques et journaliéres de sels métalliques, 159mg de
nitrates de Pb (Pb(NO3),) et 162mg de chlorure de Cd (CdCl;, 2.5H20). Les sels sont pesés et
préparés sous forme de gélules pour une administration orale. Les doses selon les lots sont
indiquées dans le tableau n°1. Les quantités de sels métalliques apportent une posologie pour le
plomb et pour le cadmium respectivement de 2.5mg/kg de poids vif/j et 2mg/kg de poids vif/j
(Tableau 2).
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Tableau 2: Modalités d'administration des sels métalliques pendant 17 semaines (mg/kg/j

rapporté au métal)

Plomb * Cadmium** Plomb + Cadmium
Lot 1 2.5 - -
Lot 2 - 2 -
Lot 3 - - 25+2

*159 mg de nitrates de Pb, **162mg Chlorure de Cd

L’administration des gélules est effectuée chaque matin avec le moins de contraintes
possibles pour éviter de stresser les animaux. La gélule est déposée a la base de la langue et

déglutie immédiatement apreés fermeture de la bouche de 1’animal.

Aprés la mort de deux brebis appartenant au groupe (Pb+Cd), et la constatation des
signes de toxicité sur les autres animaux du méme groupe, la période d’exposition a €té écourtée

pour ce groupe; I’arrét du traitement a été effectué dés la 9°™ semaine.

La période 3 : la période post-exposition qualifiée de période de récupération, étalée
sur trois mois et demi. Au cours de celle-ci, les traitements ont été arrétés et les animaux ont été

gardés dans les mémes conditions.

Pendant les trois phases de I’expérimentation, en plus de I’entretien quotidien des animaux,
de I’administration des gélules et des différents prélevements effectués, nous avons procédé
systématiquement a I’examen clinique des brebis, et de leur état général, de leur comportement,
de leur appétit, la soif, et leur facon de réagir aux stimulations extérieures. Des prises de
température et de pouls ont été réalisées ainsi que I’examen des muqueuses et des ganglions.
L’¢état et I’aspect des dents ainsi que celui de la laine et la facilité de leur arrachement a été

testée.
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3. Nature et rythme des prélevements

3.1.  Prélévements sanguins

Sur animal vivant, le prélevement le plus pratique reste le sang. Les prélevements de sang
sont collectés par ponction veineuse a partir de la veine jugulaire, recueillis dans des tubes type
vacutainer de 4ml, garantis sans traces de meétaux lourds. Les prélévements sont effectués le

matin a la méme heure avant I’administration des gélules.

- Prélevements destinés au dosage des métaux lourds: Le sang était prélevé sur citrate de
sodium et immédiatement stocké a 4°C en attendant le dosage du Pb et du Cd.

- Prélevements destinés a I’hématologie: Le sang était prélevé sur EDTA

- Prélevements destinés au contréle des éléments essentiels et des parameétres
biochimiques : Le sang était prélevé sur héparinate de sodium, puis centrifugé. Le plasma
récupéreé était stocké a 4°C.

- Prélevements destinés a 1’électrophorése des protéines sériques : Le sang était prélevé
dans des tubes secs, puis centrifugé. Le sérum a été récupéré pour doser les protéines totales

et réaliser directement 1’électrophorése.
Le rythme des prélévements a été le suivant (en jour) pendant les trois périodes :
Période 1 : Les prélevements ont été réalisés a JO, J7, J14 et J21.

Période 2 : Les prélevements étaient hebdomadaires, a J28, J35, J42, J49, J56, J63, J70, J77,
J84,J91, J98, J105, J112, J119, J126, J133 et a J140.

Période 3 : Pendant un mois les prélevements étaient hebdomadaires, a J147, J154, J161 et a
J168, puis, on s’est mis a prélever chaque quinzaine jusqu’a la fin de la période, a J182, J196,
J210, J224, J238 et a J252.

3.2.  Prélévements des organes

Les prélévements d’organes ont été réalisés sur les trois brebis mortes durant
I’expérimentation. Deux brebis appartenaient au groupe (Pb +Cd) sont mortes durant la période
d’exposition (la fin de la 9°™ semaine), la premiére brebis portait le n° 3579 (06) et la deuxiéme
portait le n°3578 (09). La troisieme brebis portait le n°® 1170 (15) appartenait au lot Pb morte
durant la période de récupération. Les cadavres ont éte autopsiés. Un rein, un lobe de foie et un
os long (métacarpien) sur chaque cadavre ont été prélevés pour effectuer le dosage du Pb et Cd,
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et réaliser un examen anatomopathologique. Les prélévements destinés a I’histologie ont été

immédiatement fixés dans du formol a 10%.
3.3.  Prélévement de I’aliment

Des prélévements ont été réalisés sur I’aliment des brebis, afin d’évaluer 1’apport alimentaire
en éléments traces : 250 g de foin et 250g d’aliment concentré constitué¢ d’orge, de son et de

mais.

4. Analyses élémentaires réalisées sur le sang
Les analyses toxicologiques ont été réalisées au niveau du laboratoire de toxicologie du
département vétérinaire. Les analyses biochimiques et hématologiques ont été réalisées au
niveau du CHU de Batna excepté celle de la I’hématocrite et les frottis sanguins.

4.1. Hématologie

La méthode automatique par Blood Cell Analyzer, Beckman coulter a été utilisée pour la

détermination de la concentration de I’hémoglobine.

Principe : C’est une méthode colorimétrique ; par ajout de réactif provoquant I’hémolyse, les
globules rouges libérent I’hémoglobine ; F** de I’hémoglobine est oxydé en F** de la
méthémoglobine par le ferricyanide, la méthémoglobine ainsi formée se combine avec le
cyanure pour former un complexe la cyanméthémoglobine (un composé tres stable), qui a un fort

pouvoir d’absorption lumineuse a 540 nm.

Afin d’évaluer I’impact des éléments traces sur la morphologie des cellules sanguines, une

analyse qualitative a été réalisée sur des frottis sanguins avec coloration.

La détermination des valeurs de I’hématocrite a été directement réalisée apres prélevement

par la centrifugeuse a hématocrite.

4.2.  Analyses toxicologiques

4.2.1. Plombémie et Cadmiémie

La quantification des éléments trace métalliques a reposé sur une seule et méme méthode: la
spectrophotométrie d'absorption atomique (SAA), qui constitue un outil privilégié d’analyse en
toxicologie et en écotoxicologie. Elle est tres bien adaptée a toutes les matrices biologiques et
environnementales. Pour pallier le manque de matériau de référence certifié, (c'est-a-dire un

matériau de référence dont les concentrations d’un ou plusieurs éléments ont été certifiées par
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une procédure qui établit la valeur de ces concentrations) on a eu recours a la technique du
dopage, comme ils le font de nombreux analystes, qui consiste & I’ajout de quantité connues

d’éléments aux échantillons.
Principe:

Son principe est basé sur la mesure des concentrations en Pb et Cd a partir de I'absorbance du
spectre du Pb et Cd émis par une lampe par des atomes des éléments traces vaporises dans le
faisceau lumineux de la lampe (Delves, 1970). La vaporisation peut étre obtenue dans une
flamme ou & I'aide de méthodes sans flamme: il s'agit des méthodes électrothermiques (ET-SAA)
qui utilisent le chauffage électrique d'un four en graphite (Subramanian, 1989). Cette derniére est

plus sensible et parfaitement adaptée aux faibles concentrations de 1’ordre de pg/l.

Les échantillons ont été dilués a 1:10 dans de I’acide nitrique ultrapur a 0.05N pour
I’élimination des matiéres organiques. L action de ce réactif chimique oxydant a été renforcée

par le Triton X & 0.5% pour perméabiliser les membranes cytoplasmiques et faciliter 1’extraction.

Le dosage direct a été réalisé selon la méthode décrite par Mehennaoui et al. (1997) pour le
plomb et Houpert et al. (1997) pour le cadmium en utilisant le spectrophotométre a absorption
atomique Perkin Elmer Analyst 100 a four graphite.

La limite de détection peut étre augmentée par compensation de 1’absorption non spécifique
a la lampe au deutérium. On peut ainsi atteindre des limites inférieures a 1 pg/l dans le sang,
avec des manipulations réduites. De méme I'emploi des tubes graphites pyrolytiques permet

d'obtenir des températures plus homogenes sur I'ensemble de I'échantillon.

Le processus physico-chimique en analyse par absorption atomique peut étre décomposé en
succession de réaction a partir de la solution d’analyse. Le four en graphite recoit 1’échantillon
introduit par un injecteur automatique, celui-ci est chauffé suivant un programme thermique qui

se déroule comme suit :

- Vaporisation de la solution ou désolvatation et séchage: évaporation de la phase liquide et

formation d’un brouillard (20 a 40 secondes)
- Minéralisation par formation d’oxydes (20 a 40 seconde)

- Atomisation : réalisée par réduction des oxydes métalliques par le carbone a haute
température. Les eéléments a doser sont alors portés a I’état d’atomes libres sous forme de

vapeur. Les atomes a I’état fondamental vont alors absorber de fagon spécifique le
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rayonnement émis par une source lumineuse. Cette absorption est mesurée a 1’aide d’un
prisme dispersif et d’une cellule photoélectrique : elle est directement proportionnelle a la

concentration de 1’élément (loi de Beer-Lamber).
- Purge du systéme, par un courant d’argon a une température de 2000°C

- Refroidissement par circulation d’eau autour du four

Les programmes thermiques utilisés pour le dosage du Pb et du Cd sont présentés dans le
tableau 3.

Tableau 3: Programmes thermiques pour les dosages sanguins

Plomb Cadmium
Température de séchage 200°C 150 °C
Température de calcination 700°C 500 °C
Température d’atomisation 1800°C 1400 °C

La spectrophotométrie est une technique qui se préte a la détermination de
concentrations en ¢léments traces métalliques a 1’aide d’une courbe de calibration. Afin d’éviter
les variations liées a la matrice (la salinité, les propriétés physiques de la solution d’analyse et la
nature du solvant) et de maitriser au mieux les phénomeénes physico-chimiques qui interviennent
dans I’obtention des atomes libres a 1’état fondamental, le sang de mouton non contaminé a été
utilisé pour préparer les gammes d’étalonnage. La préparation a été réalisée de la méme facon

que les échantillons. Les modalités sont présentées dans le tableau suivant :
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Tableau 4: Gamme d’étalonnage du plomb et cadmium

Sang 100 pl d’une solution étalon de  TritonX0.5% HNO30.05N

Total

Nitrate de Nitrate de

plomb cadmium
100 pl 0 ng/L 0 pg/L 400 ul 400 pl
100 pl 50 pg/L 10 pg/L 400 ul 400 pl
100 pl 100 pg/L 20 pg/L 400 ul 400 pl
100 pl 250 ug/L 40 po/L 400 ul 400 pl
100 pl 500 pg/L 50 pg/L 400 ul 400 pl

Des droites ont été tracées, la linéarité est validée par 1’établissement de la droite de
régression sur la plage de points relatifs a 1’absorbance par rapport a la concentration allant de 5

a 50 g/l pour le plomb et de 0.5 pg/l a5 pg/l pour le cadmium (Figure 1 et 2).

0,45 -
0,4 -
y = 0,0954x + 0,0108
0,35 R2 = 0,9971

0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

absorbance

3
Concentration en Cd(ug/I)

Figure 9: Courbe d’étalonnage du cadmium en milieu sanguin
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Figure 10: Courbe d’étalonnage du plomb en milieu sanguin

Les coefficients de régression entre les concentrations et les absorbances correspondantes
se situent dans cette gamme de linéarité 0.995 et 0.996; la pente de la droite de régression varie
d’un dosage a un autre, entre 0.006 et 0.008 pour le plomb; pour le cadmium le coefficient de
régressionn varie entre 0.995 et 0.998 et la pente entre 0.087 et 0.115 (Figures 9 et 10).

L’équation de la droite a été déterminée par le logiciel: Excell sur Windows.

La limite de détection de la méthode (LDM): est la plus petite concentration d’un
paramétre qui produit un signal détectable, sachant qu’elle est définie aussi comme étant la
concentration de la solution ayant une absorbance égale a 3 fois 1’écart-type de la mesure de huit
blancs successifs (McKenzie et Smith., 1988). Elle a été déterminée en réalisant 10 mesures
consécutives. Les limites de détection pour le plomb et le cadmium sont respectivement 4ug/ ml

et 0.3ug/ml.

La limite de quantification de la méthode (LQM) : est la plus petite quantité d’une
substance a examiner dans un échantillon pouvant étre dosée dans les conditions expérimentales
décrites avec un coefficient de variation du facteur de réponse acceptable. La limite de
quantification est équivalente a 10 fois 1’écart type de la mesure de huit blancs (McKenzie et
Smith., 1988). La limite de quantification dépend de la limite de détection, de la prise d'essai et
des diverses dilutions nécessaires pour obtenir une mesure du signal correct. La limite de

quantification est 12ug/l pour le Pb et 0.8ug/l pour le Cd.

Eliminations des contaminants : En absorption atomique, la contamination des échantillons
(et surtout ceux dont la concentration est faible) est un probléeme omniprésent et il intervient a

toutes les étapes depuis I'échantillonnage original jusqu'a la mesure finale. Tout au long de la
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technique, un soin particulier était apporté pour limiter les contaminations qui peuvent influencer
I’analyse des éléments traces métalliques. Un controle rigoureux de I'environnement, la verrerie
et les réactifs chimiques ont fait 1’objet d’une attention particuliére. L.’absence de contamination
a ¢été vérifiée systématiquement par passage d’un blanc constitué¢ de 10 ml de 1’¢lectrolyte

support.

4.2.2. Zincémie et Cuprémie

Rappelons que 1’objectif principal d’une méthode analytique de dosage est de pouvoir
quantifier le plus justement et le plus précisément possible 1’élément a évaluer.
La détermination du Zn et Cu plasmatiques a été réalisée selon la méthode décrite par Lamand
(1978) dont les critéres de performance permettent de répondre aux exigences de 1’'usage auquel
elle est destinée. La spectrophotométrie d’absorption atomique a flamme a été utilisée pour le

dosage de ces deux parametres.

Les échantillons plasmatiques ont subi un traitement pré-analytique qui consiste en une

déprotéinisation réalisée comme suit :

- Prélever 1 ml de plasma et ajouter lentement 0.5 ml d'acide chlorhydrique. Agiter, attendre

10 minutes.
- Ajouter 0.5 ml d'acide trichloracétique (20%). Agiter, attendre 10 minutes.
- Ajouter 3 ml d'eau déminéralisée. Agiter.
- Centrifuger a 4500 tour/ minutes pendant 20 minutes.

- Prélever le surnageant dont on mesure 1’absorbance.

Les solutions étalon ont été préparées a partir d’une solution meére a 1000 ppm (1g/l) de
cuivre et de zinc. Les concentrations s'étalaient de 0.5, 1, 2 et 5 mg/l. 1ml est préleve de chaque

étalon et traité ensuite comme le plasma sans attendre 10 minutes pour avoir la méme viscosité.
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Figure 11: Courbe d’étalonnage pour le Cu plasmatique
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Figure 12: Courbe d’étalonnage pour le Zn plasmatique

La zone de linéarité de la courbe d’absorbance par rapport a la concentration était comprise entre
0.5 et 5 mg/l (Figure des courbes d’étalonnage 11 et 12). La linéarité de la méthode a été évaluée
par le calcul du coefficient de détermination R?. Une relation linéaire et proportionnelle entre les

concentrations et leurs absorbances correspondantes a été constatée.

L’analyse par absorption atomique a flamme peut étre décrite comme suit:

- L’échantillon est aspiré par un capillaire et introduit dans ’appareil de maniere fragmenté en

fines gouttelettes.

- Vaporisation : production d’un aérosol solution-gaz dont les gouttes sont les plus fines

possible dans le nébuliseur.
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- Fusion puis volatilisation : le nébulisat est mélangé avec un complément d’air et avec le

combustible le plus souvent I’acétyléne, dans une chambre de pré-mélange.

- Atomisation et excitation: 1’atomiseur est constitué par un brdleur a fente produisant une
flamme laminaire. C’est a ce niveau que s’effectue 1’atomisation et la réaction secondaire

entre atomes, radicaux et molécules.

- Mesure spectrale des atomes a déterminer.

L’analyse est effectuée sur une prise d’essai de 1ml de plasma dilué au 1/5°™. Le bruit de
fond qui correspond a 1’absorption non spécifique par des molécules non dissociées, des fumées

et des particules est corrigé a I’aide d’une lampe deutérium

La lecture au spectrometre Perkin Elmer Analyst 100 a été effectuée a une longueur d’onde

de 213.9 nm pour le zinc et 324.7 nm pour le cuivre.

4.3.  Analyses des parameétres biochimiques
4.3.1. Les enzymes hépatiques (les transaminases)

Les progres de la biochimie mettent a notre disposition des méthodes de dosage de plus en
plus précises et les informations que 1’on peut obtenir portent schématiquement sur deux
catégories de substances les nutriments et les enzymes. La détermination des niveaux de
I’alanine aminotransferase (ALT) et de I’aspartate aminotransferase (AST) représente un
indicateur d’une grande importance pour I’évaluation de la fonction hépatique lors d’une
exploration toxicologique. Backman Automatic biochemistry analyzer a été utilisé pour le dosage

automatique de ces deux enzymes.
Principe

Les dosages sont basés sur la mesure cinétique des transaminases sériques dans un
systéme réactionnel dont la finalité est I'oxydation du coenzyme NADH, H™ (nicotinamide
adénine dinucléotide oxydé). Les contenants des deux flacons du réactif ont été mélanges pour
obtenir un réactif final stable. Ce réactif a été introduit dans 1’automate. La solution de contréle
(sérum de contr6le) a été ajoutée a l'automate ainsi que 50 ul de chaque échantillon de sérum a
doser. La calibration de lI'automate et le dosage des sérums ont été ensuite programmés via un
microordinateur intégré au systéme. Les différentes lectures de I'absorbance de NADH'H™ ont été
réalisées grace a un spectrophotometre intégré a l'automate. Les résultats du dosage des

transaminases sont déduits et imprimés par l'automate.
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4.3.2. La créatinine sérique

La créatinine sérique est 'un des marqueurs de la fonction rénale. Backman Automatic

biochemistry analyzer a été utilisé pour le dosage de ce métabolite.
Principe

La créatinine réagit avec l'acide picrique en milieu alcalin (NaOH) pour donner un
complexe rouge orangée dont la densité optique est proportionnelle a la quantité de la créatinine.
Le mélange des réactifs (R1 et R2 du Kit) a été introduit dans l'automate. La solution de

contréle a été ajoutée a I'automate ainsi que 50 pl de chaque échantillon de sérum a doser.

La calibration de l'automate et le dosage des sérums ont été ensuite programmés via un
microordinateur intégré au systéme. La densité optique du complexe formé au cours de la
réaction a été mesurée par l'automate. Ensuite, la concentration de la créatinine dans les sérums a

été déduite et imprimée.
4.3.3. Les protides totaux

Les protéines sériques sont un marqueur de grande importance pour évaluer le
fonctionnement du foie, du rein et aussi du statut immunitaire. Le dosage a été réalisé par

Backman Automatic biochemistry analyzer.
Principe

Les protéines sériques forment un complexe coloré (rose rouge) en présence des sels de
cuivre en milieu alcalin selon la réaction de biuret. L’intensité de la coloration obtenue est
proportionnelle a la concentration en protéines. Le dosage des protéines totales a été effectué par
colorimétrie a 450-550nm. Le réactif de Gornall a été utilisé.

4.4.  L’électrophorése des protéines totales

L'électrophorese consiste a faire migrer et a fractionner grace a un champ electrique, et dans
un tampon de pH déterminé (en géenéral de pH 8,6), les constituants separés en fonction de leur
charge électrique. Cette séparation des protéines du sérum en 5 ou 6 bandes sous I'effet d'un
champ électrique, nous permet de les identifier et les quantifier. La répartition de ces différentes
fractions apporte de nombreux renseignements qui aident au diagnostic dans le cadre de
syndromes inflammatoires, dans 1’évaluation de la défense immunitaire, de la fonction hépatique

et rénale.
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Avant de realiser les électrophoreses, on a pratiqué sur chaque sérum un dosage des protéines
totales. Les électrophoreses des protéines sériques ont été effectuées en gel d'agarose (kit
Hydragel protéine) sur un appareil SEBIA HYDRASYS 2. Le gel d’agarose présente 1’intérét
d’obtenir une électrophorese de meilleure résolution, des résultats plus précis et la possibilité de
numeriser les migrations. L'intégration et la numération densitométrique de la coloration de
chaque bande a été réalisée sur un densitometre HYRYS SEBIA a 570 nm avec le logiciel
Platinum 3®. On obtient un tracé a 5 pics correspondant a l'albumine et aux globulines a 1, a 2,
B et y. La surface de chaque pic est intégrée: les résultats sont obtenus en pourcentage de la

surface totale et en concentration (g/l) a partir du taux des protéines totales.
5. Examen anatomopathologique des prélévements d’organes

Des autopsies ont été réalisées sur les animaux. Une évaluation des lésions et un intérét
spécial a été apporté a 1’aspect macroscopique du foie et du rein. Une histopathologie a été
réalisée sur les prélévements d’organes selon la méthode anatomopathologique classique au

niveau du laboratoire de 1’anatomo-pathologie du CHU de Batna.
Principe :
La description succincte de la méthode est comme suit :

- La fixation de 1’organe juste aprés prélévement (formol a 10%): La fixation représente le

temps essentiel de la technique histologique.

- La post fixation : Mettre les cassettes dans le liquide de Bouin et les placer dans I’automate, ou ils

vont subir des passages successifs dans différents fixateurs (Ethanol et xyléne).

- Inclusion a la paraffine : Le mode d’inclusion a la paraffine est le plus répandu, parce qu’il
offre le plus grand nombre d’avantages pratiques et également le plus de possibilités pour
I’application des techniques ultérieures.

- Lacoupe : Les coupes a la paraffine ont eté réalisées a 1’aide d’un « microtome a paraffine »
type MINOT.

- Etalement et collage : Déposer au milieu de la lame, séchée et gravée, une goutte du liquide
d’¢étalement (I’eau gélatineuse), placer une coupe a la surface du liquide, et porter I’ensemble
sur une platine chauffante.

- Séchage des lames : Se fait a I’étuve a 60°C pendant 24 h

- Coloration : Hematoxyline éosine (HE)
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6. Dosage des éléments traces dans 1’aliment

La minéralisation par calcination séche a été utilisée pour ’extraction des éléments de
I’aliment. Le Pb et le Cd ont été déterminés par spectrophotométrie a absorption atomique a four
graphite, et a flamme a été utilisé pour le dosage du Zn et Cu. Des solutions étalons appropriées
a des concentrations connues ont été préparées a partir d’une solution mére a 1g/l. La zone de
linéarité pour ces éléments est comprise entre 0.5 et 5 mg/l et les droites d’étalonnage montrent
une relation linéaire et proportionnelle entre les concentrations choisies et leurs absorbances

respectives.

7. Modélisation et analyse toxicocinétique

L’analyse toxicocinétique des teneurs en plomb dans le sang a été effectuée pour chaque
animal. Les calculs ont été réalisés a 1’aide d’un logiciel utilisant un programme d’analyse de
régression linéaire adapté « PK Solver » version 2.0. Les parametres pharmacocinétiques estimes
et évalués pour chaque sujet. Une approche non compartimentale selon la méthode trapézoidale
linéaire aprés une perfusion constante par voie intraveineuse a été choisie pour I’analyse de la

cinétique du plomb a I’intérieur de 1’organisme.

8. Analyse statistique

La distribution statistique a €té réalisée par le calcule de la moyenne et de 1’écart type et pour
la comparaison, nous avons utilisé le test (t) de Student, avec Excel (Microsoft). La valeur

trouvée par le calcul du t peut affirmer que :
Les populations sont différentes avec un risque d’erreur P tel que :
- P> 0,05 = la différence n’est pas significative ns ;
- 0,05 > P > 0,01 = la différence est significative* ;
- 0,05 >P > 0,001 = la différence est hautement significative**;
- P < 0,001 = la différence est tres hautement significative***.

Les resultats des plombémies, des cadmiémies, des eléments essentiels, ainsi que ceux des
parametres de I’hématologie et de la biochimie ont été transférés dans le logiciel Med Calc
12.7.1.0 pour analyse. Afin de mettre en évidence un effet traitement et un effet temps sur

I’évolution des différents paramétres, I’analyse de la variance (ANOVA) a été réalisée. Quand
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I’ANOVA est significative le test Bonferroni a été utilisé pour la comparaison entre les
moyennes. La signification est évaluée a partir de P<0,05.

Pour évaluer le rapport entre 1’évolution des différents paramétres et les concentrations

sanguines en ETM (Pb et Cd), le coefficient de corrélation de Pearson a été calculé.

Pour les paramétres toxicocinétiques, I’analyse statistique a fait appel a ’analyse de variance
qui permet de tester globalement le traitement. Le test Student a donné une classification des

moyennes.
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1. Symptomatologie

Il est évident que la symptomathologie seules est insuffisante pour confirmer une
intoxication saturnine ou liée a I’exposition au cadmium, mais il est important de s’interesser aux
changements cliniques révélateurs de la contamination. Ces bio-indicateurs traduisant des
altérations morphologiques ou fonctionnelles qui font références a des effets observables au

niveau individuel et traduisant un état clinique lié a 1’exposition.

Tout au long de I’expérimentation les animaux ont été soumis a un examen clinique
régoureux, les brerbis avient conservé leur appétit et leur comportement normal. La brebis n°® 6
avait un indice de croissance faible comparativement a ces congénéres et avait perdu une incisif.
C’est & partir de la 7°™ semaine qu’on a constaté une paleur au niveau des muqueuses chez
les brebis du lot Pb+Cd et un ictére modéré chez les brebis (n°6 et n°9). Une facilité d’arrachage
de la laine a été constaté chez toute les brebis de ce lot.Chez les lot Pb et Cd, une paleur modérée

des muqueuses a été observée vers la fin de la période de 1’exposition.

Il faut noté que trois brebis (n° 6, n°9 et n°15 ) sont mortes durant cette expérimentation.
Les deux premiéres appartenaient au lot co-exposé, mortes a la fin de la 9*™ semaine
d’exposition. La brebis n°9 trouvée morte sans précédent, cette brebis présentait un bon état
général. La 3°™ brebis appartenait au 16t Pb, morte vers la fin de la phase de récupération sans
signes cliniques relatif a une toxicité métallique. L’autopsie a révélé une obstruction du pylore

par un bésoard, deux autres ont été trouvés dans la caillette.

L’examen macroscopique et microscopique des organes cibles a révelé des aspects 1€sionnels
relatifs a la toxicité saturnine (ces élements seront discutés dans la partie relative a 1’examen

anatomopathologique).

2. Eléments traces métalliques

2.1. Les éléments traces dans I’aliment

L’évaluation de I’apport en minéraux dans ’aliment était le permier axe auquel on s’est
interesse. Dans le tableau 5 sont rassemblés les résultats qui peuvent donner une image sur
I’apport méniral de la ration. L’analyse a révélé des taux de Pb et de Cd inférieurs a la limite de
détection. On a evalué les teneurs en éléments éssentiels par rapports aux besoins journaliers des
moutons. Les différents composants de la ration exprimés en g/kg de matiére séche (MS) pour
les macroéléments, en mg/kg de MS pour les oligo-éléments et en pg/kg de MS pour le Pb et le
Cd.
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Les quantités journaliéres ingérées par animal sont calculées en se basant sur la ration

théorique des animaux : ¢’est a dire 1kg de foin, 0,2kg d’orge, 0,2kg de mais et 0,2kg de son.

La détermination de la composition alimentaire en différents éléments est importante
pour rechercher d’éventuels déficits en éléments essentiels ainsi que 1’apport alimentaire en

métaux lourds.

Tableau 5: Teneurs en minéraux dans I’alimentation

Ration Foin Mais Orge Son Teneurs
Eléments traces ingérées /jour
Cuivre (mg/kg) 4.7 4.1 6.76 2.6 7.4mg

Zinc (mg/kg) 19 27 23 51.3 39.4 mg

Fer (mg/kg) 106 70 73.5 87 141.9mg
Calcium (g/kg) 26 3.8 35 6 29¢
Cadmium(ug/kg) <DL <DL <DL <DL -

Plomb (ug/kg) <DL <DL <DL <DL -

LD : limite de détection

Comme il est illustré dans le tableau 5, les concentrations en Zn et en Cu dans le foin
étaient respectivement 19 +3,8 mg/kg et 4,7+ 0,4 mg/kg; la teneur du Zn est supérieure
a celle déterminée (40,42 + 4,88 ppm) par Djaalab et al. (2011) et celle du Cu proche
de la teneur déterminée (3,72 + 0,35 ppm) par les mémes auteurs. Les taux de ces
deux élements étaient dans I’orge 27+2,7 mg/kg en Zn et 4,1 + 0,7/mg/kg en Cu et
dans le mais, les teneurs en Zn et en Cu étaient respectivement 23 = 51 mg/kg
et 6,7+ 0,6 mg/kg. Les teneurs en Cu dans le mais et I’orge sont supérieures a celles
trouvées par (Auza, 1983) respectivement 2,3 mg/kg MS et 4,1 mg/kg MS, tandis
que la teneur déterminée dans le son est largement inférieure a celle trouvée par cet
auteur, 11,7 mg/kg MS. Dans cette expérimentation les teneurs en Zn étaient
inférieures a la limite de carence evaluée a 45 mg/kg (Lamand, 1978). Les valeurs du
Cu restent au-dessous des valeurs bibliographiques rapportées par Blood et Henderson (1976),
(11 mg/Kg MS), et inférieures a la limite de carence chez les ruminants correspondant

a 7ppm (Lamand, 1978), . Par ailleurs, ’apport alimentaire en fer, les teneurs obtenues
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dans le foin et I’aliment concentré ¢&taient plus élevées que les valeurs référeneces.

Méme résultat pour le Ca, sauf dans le foin la teneur était faible.
2.2. Plombémie

Les teneurs de Pb dans le sang avant administration des sels métalliques étaient non
détectables (inférieures a la limite de détection de la technique analytique) chez les trois groupes
de témoins (les brebis avant éxposition). Pour des raisons de convenance la moyenne des

plombémies avant exposition est considérée comme égale a la limite de détection estimée a

4pg/l.

2.2.1. Courbes individuelles

Les figures n° 13 et 14 illustrent I’évolution des plombémies chez les brebis des deux lots
traités au Pb et a la mixture de Pb+Cd durant les trois périodes: avant exposition, pendant
I’exposition et pendant la période de récupération. Les plombémies des brebies avant les
traitements métalliques sont inférieures ou égales a la limites de détection qui est de 1’ordre de
4ug/l. 1l faut noter une augmentation sensible des plombémies des la premiére semaine de
I’exposition pour les deux lots, suivie d’une progression vers la hausse dessinant une courbe en
dents de scie jusqu’a atteindre un pic a la derniére semaine de I’exposition. Juste apés arrét du

traitement, on observe une régression des concentrations dessinant une décroissance biphasique.
2.2.2. Profil des plombémies moyennes

Pendant la période d’exposition, le profil des moyennes des plombémies-temps apres une
administration orale de 2,5mg/kg/j de Pb pendant 119 jours est illustré par la figure 15 pour le lot
Pb et par la figure 16 pour le lot co-exposé. Les résultats ont révelé une augmentation
progréssive des plombémies pendant la premiére semaine pour atteindre au 42°™ jour les valeurs
moyennes de 305 + 92 ug/l pour le lot Pb. L’évolution des teneurs restent a la hausse pour

atteindre la teneur de 569+264 g/l a la 17°™ semaine.

Les concentrations du Pb pour le lot (Pb+Cd) ont connu une augmentation significative
(P<0,001) aprés traitement. Nous avons noté une teneur de 319+117,5 pg/l au début de

I’exposition, pour atteindre la teneur de 445,2+293 5pg/l & la 6°™ semaine.

A la 12°™ semaine aprés arrét du traitement chez le lot co-exposé, 1’évolution des
plombémies a révelé une diminution pour atteindre la teneur de 149+49,9 pg/l. Malgré la durée

qui s’est écoulé apres le retrait du traitement les plombémies restaient importantes.
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Chez le lot Pb, nous avons noté une décroissance significative des concentrations pendant
la période de récupération. Au bout de 10 semaines, les plombémies ont atteint la teneur

moyenne de 76z 25 pg/l.

Les résultats individuels de mesure des plombémies sont variables pour un méme animal

au cours du temps et pour les différents animaux dans un méme lot a une date déterminée.

Comme les brebis avaient des plombémies tres variables au sein du méme groupe, la

moyenne des groupes était non significativement différente entre les groupes (P> 0,05).

L’analyse de variance (ANOVA) a révelé I’existence d’un effet traitement (P<0,001) et
d’un effet combiné traitement-temps (P<0,001) sur les deux lots traités pendant

I’expérimentation.
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Figure 15. Evolution des plombémies (Moyennes et Ecart type)
durant les trois périodes chez le lot traité au Pb.
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Figure 16. Evolution des plombémies (Moyennes et Ecart types)
durant les trois périodes chez le lot traité au Pb+Cd

76




Partie Expérimentale Présentation des Résultats

2.3. Cadmiémies

Les niveaux du Cd sanguin étaient au dessous de la limite de détection de la technique
analytique chez les lots témoins ( brebis avant exposition). Pour des raisons de convenance la
moyenne des cadmiémies avant exposition est considérée comme égale a la limite de détection

estimée a 0.3ug/l.

Les cadmiémies étaient détectables lors du dosage dés le début du traitement métallique
(2mg/kg/j) ; elles sont illustrées par la figure 17 pour le lot traité au Cd et par la figurel8 pour le
lot co-expose. Le profil des concentrations a présenté une évolution croissante, les teneurs
passent de 1,4+0,81 pg/l pendant la 1% semaine chez le lot Cd 2 la teneur de 4446 pg/l a la 5°™
semaine. Cette augmentation est notamment observée chez le lot Pb+Cd, les cadmiémies
passaient de 2,5+1,2 pg/l la 1%® semaine de traitement & la valeur de 47+10 pg/l la 5°™ semaine.
Par ailleurs, & la 9°™ semaine nous avons noté une décroissance des concentartions chez les
deux lots traités pour atteindre la teneur de 31.11+5.25 pg/l a la 9°™ semaine chez le lot Cd et
28+12ug/l chez le lot Pb+Cd. Par la suite une hausse était notée avec des teneurs de 36,619/l

chez le lot Cd a la 15°™ semaine d’exposition.

Il faut noter que, chez le lot co-exposé, malgré I’arrét du taitement, apés la geme semaine,
> ap

les cadmiémies ont gardé une evolution vers la hausse pour atteindre la teneur de 30,2 pg/l ala

6°™ semaine de récupération.

L’analyse de variance (ANOVA) a révelé un effet temps (P<0.001) dans I’évolution des

cadmiémies.
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4. Eléments essentiels

Dans cette expérimentation, les valeurs moyennes des zincémies et des cuprémies chez
les animaux témoins sont éstimées & 80+17 pg/dl pour le Zn et 85+ 23 pg/dl pour le Cu, ce qui

correspond aux normes physiologiques
4.1. Le Zinc plasmatique

Durant les premicres quatre semaines de I’exposition, les teneurs plasmatiques en Zn sont
restées dans I’intervalle physiologique (Underwood et Suttle, 1999) chez les trois lots traités
(figure 19 pour le lot Pb et le lot Cd et figure 20 pour le lot Pb+Cd). Les valeurs étaient
comprises entre 80+28 et 97+ 5ug/dl pour le lot Pb et de 81+24 a 90+12 pg/dl pour le lot Cd et
entre 86+ 12 et 101+31pg/dl pour le lot Pb+Cd. A la 5°™ semaine, les moyennes des teneurs
plasmatiques en Zn ont présenté une décroissance significative (P<0.001) chez les 3 lots traités
pour atteindre & la 6°™ semaine de traitement les teneurs les plus faibles 29+17 ug/dl chez le lot
Pb, 2044 pg/dl chez le lot Cd et une teneur de 19+2 pg/dl chez le lot co-exposé. Pendant la geéme
semaine, le lot co-exposé a présenté la teneur la plus faible 52,17+2,90 ug/dl des trois lots.
Ensuite une evolution fluctuante a été constatée pour atteindre a la fin de la période de
I’exposition des valeurs moyennes de I’ordre de 58+6 ng/dl chez les lots Pb et 62 +8 pg/dl pour

le lot Cd.

En dépit de I’arrét précoce du traitement chez le lot co-exposé, les teneurs ont gardé une
evolution négative ; la valeur de 49,87+0,49 pg/dl a été noté & la 6°™ semaine de récupération.
Les quatre derniéres semaines de cette période ont révélé une augmentation des zincémies avec

une teneur de 65,23+8,23 pg/dl pendant la derniére semaine.

Apres Iarrét du traitement aux sels métalliques chez les deux lots Pb et Cd, un retour
progressif aux normes a été noté pour atteindre vers la fin de la période de récupération la valeur
de 70£10 pg/dl pour le lot Pb et 8013 pg/dl pour le lot Cd.

L’analyse de la variance a révelé un effet temps (P<0.001) sur 1I’évolution des zincémies

au cours de I’expérimentation.
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Figure 19. Evolution des Zincémies (Moyennes et Ecart types)
durant les trois périodes chez les deux lots traités au Pb et au Cd.
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Figure 20. Evolution des Zincémies (Moyennes et Ecart types)
durant les trois périodes chez le lot traité au Pb+Cd.

80



Partie Expérimentale Présentation des Résultats

4.2. Le Cuivre plasmatique

Les schémas de variations des niveaux du Cu dans le plasma sont similaires a ceux des
niveaux du Zn (la figure 21 pour le lot Pb et le lot Cd et la figure 22 pour le lot Pb+Cd). Une
séme

décroissance significative (P<0.01) a été notée a la semaine dans le lot Pb pour atteindre a la

9°M semaine la teneur de 57 10 png/dl. A la fin de I’exposition la moyenne des concentrations

plasmatiques du Cu était de 65 £10 pg/dl.

5éme

Chez le lot traité au Cd, la teneur la plus faible 38,79+7,75 pg/dl a été dosée a la

semaine du taitement. A la 9°™ semaine, les brebis ont révélé une cuprémie moyenne de

44,66+10,03 pg/dl. L’evolution reste négative le reste de la période d’exposition.

Le lot traité avec la mixture Pb+Cd a présenté une décroissance nette des cuprémies,
allant de 62+ 7 ug/ dl la 1%® semaine jusqu’a 39 +13 pg/dl & la 9°™ semaine, cette derniére
teneur représentait la valeur la plus faible de toute la période d’expérimentation chez les trois

lots ; la décroissance était significative (P<0.001)..

Les tenneurs faibles persistaient durant les quatre premiéres semaines de récupération
chez le lot co-exposé. Les cuprémies commencent & revenir aux normes vers la fin de la période

pour atteindre une moyenne de 62+7.21 pg/dl.

Apres arrét du traitement métallique, une hausse des teneurs a été constaté pour atteindre
une cuprémie moyenne de 67+8 pg/dl chez le lot Pb et une valeur de 637 pg/dl chez le lot traité
au Cd.

L’analyse de la variance a révelé un effet temps (P<0.001) dans I’évolution des
concentrations plasmatiques du Cu, anisi qu’une différence significative entre les trois groupes

traités (P<0.05).
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Figure 21. Evolution des Cuprémies (Moyennes et Ecart types)
durant les trois périodes chez les deux lots traités au Pb et au Cd.
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les trois périodes chez le lot traité au Pb+Cd.
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5. Les parametres hématologiques

Les valeurs obtenues des moyennes des taux de 1’Hgb et de Hct chez les témoins étaient
respectivement de 10.4 + 0.2g/dl et 32 £ 0.7 %. Les teneurs correspondaient aux normes

physiologiques.
5.1. Hémoglobine

Aprés traitement, chez le lot Pb (figure 23), le taux d’Hgb était 11.3+1.2 g/dl a la 1%®
semaine, puis, une diminution des teneurs a été constaté pour atteindre 9.3+0.6 g/dl a la 9°™
semaine, le taux est inférieur aux normes (P>0.05). Cette baisse atteint a la derniére semaine

d’exposition la teneur de 7,5+0,4 g/dl, la décroissance est signifigative(P<0.01).

Concernant le lot Cd (figure 23),la diminution du taux d’Hgb n’est constaté qu’a partir de

la 8°™ semaine avec un taux moyen d’Hgb est de 9,4+0,95 g/dl. L’évolution vers la baisse a

persisté pour atteindre la valeur de 70,8 g/dl a la fin du traitement.

Cependant une diminution significative (P<0.05) a été observée chez les animaux du lot
Pb+Cd (figure 24) a 3*™ , 6™ et 7°™ semaine. Cette décroissance restait significative

(P <0.01) a la 9™ semaine avec la valeur de 8,9+0,6 g/dl.

Le lot co-exposé a revelé les teneurs les plus basses. En dépit de I’arrét du traitement le
taux de Hgb continuait a baisser (P < 0.001) pour atteindre la concentration de 6,3+0,35 g/dl a la
Seme semaine de récupération. Les teneurs n’ont revenu aux normes qu’au bout de 4 mois apes

que les traitements ont été retirés pour atteindre la teneur de 10+0,95 g/dl.

Chez les lots traités au Pb et au Cd individuellement, apres arrét du traitement, les teneurs
en Hgb ont revenu aux normes au bout de 2 mois et demi, pour présenter les taux de 10,8+0,4
o/dl, 10+0,95 g/dl respectivement chez le lot Pb et le lot Cd.

L’analyse de variance (ANOVA) a révelé un effet temps (P < 0.001), un effet traitement
(P < 0.001) et un effet combiné temps- traitement (P<0.05) sur 1’évolution du taux de Hgb chez

les trois lots, pendant les traitements métalliques.
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Figure 23: Evolution de I'Hémoglobine (Moyennes et Ecart types) durant
les trois périodes chez les deux lots traités au Pb et au Cd.
20 -

Période Période d'exposition Période de récupération
pré- exposition

[N
(6]
A
\
A
\ 4
A
v

Hémoglobine (g/dl)
o

—=— Lot Pb+ Cd

0 T T T T T T T T T T T T T T
0 14 28 42 56 70 84 98 112 126 140 154 168 182 196

Temps en jours

Figure 24: Evolution de I'Hémoglobine (Moyennes et Ecart types) durant
les trois périodes chez le lot traité au Pb+Cd.
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5.2.Hématocrite

Les résultats des moyennes des taux déterminés de 1’Hct sont illustés en figure 25 pour le
lot Pb et le lot Cd et en figure 26 pour le lot co-exposé. Dés le début des traitements métalliques,
I’évolution des teneurs de I’Hct dans le lot Pb ont révélé une décroissance significative
(P< 0,01). Les brebis ont présenté un taux de 37,8+2.6 % a la 1° semaine. Une progression vers
geme

la baisse (P< 0,01) a été constaté, une valeur de 28,8+1,3% a la et en fin la valeur de

25,6+1,14% a la derniére semaine de traitement.

Les brebis appartenant au lot Cd ont présenté des teneurs de 34,8+1,8% a la 1% semaine
de I’exposition. Une évolution significative (P< 0.01) vers la baisse a été notée le reste de la
période de I’exposition pour atteindre a la 9°™ semaine la valeur de 29,4+1,1% et a la fin de
cette période 26,6+1,14%.

Les niveaux observés chez les brebis du lot Pb+Cd étaient inférieurs a ceux observés
chez les deux groupes précedents. Les moyennes des valeurs étaient situees entre 32,6+3,2 % au

début du traitement et 27,3+ 1,5% a la 9°™ semaine de la période d’éxposition.

Le retrait du traitement n’a pas arrété la diminution significative (P< 0,001) du taux de
I’Hct. Au bout de 6 semaines de récupération, la teneur moyenne était de 24+ 1,7%. Néanmoins,
le reste de la période, une récupération progressive des teneurs physiologiques a été notée pour

atteindre vers la fin la valeur de 30,1+1,26%.

En outre, chez les deux autres lots, la période de récupération a révelé des hausses des
taux en Hct dés ’arrét du traitement, pour atteindre au bout de 8 semaines les valeurs moyennes
de 32,2+ 3% chez le lot Pb et 30,1+ 1,26% chez le lot Cd .

L’ANOVA a révelé un effet temps (P< 0,001) et un effet traitement (P< 0,05) sur les

brebis des trois lots traités et un effet combiné temps- traitement (P=0,05).
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Figure 25. Evolution de I'hématocrite (Moyennes et Ecart types) durant
les trois périodes chez lesdeuxlots traités au Pb et au Cd.
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Figure 26. Evolution de I'hématocrite (Moyennes et Ecart types) durant
les trois périodes chez le lot traité au Pb+Cd.
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6. Analyses biochimiques

Les taux sériques en protéines totales, ALT, AST et CRE ont été déterminés chez les
témoins. Les valeurs obtenues correspondaient aux normes physiologiques. On a déterminé un
taux de 68,4+2,5¢/l de protides totaux ; pour ’ALT et I’AST les taux de 15,6 £1,1 Ul/l et 73,3
+7,2 Ul/l respectivement et une valeur de 10,6+0,4 mg/l pour la CRE.

6.1. Les transaminases

Le lot Pb a révélé des taux de transaminases situés entre 17,4+1,8 Ul/l et 38+2,55Ul/I
pour ALT (figure 27) et entre 73,3+ 7,2 Ul/l et 104,2+10,57 Ul/l pour I’AST (figure 29). Au
début de I’exposition, on a noté une augmentation non significative des transaminases (P >0.05).
Par ailleurs, & la 5°™, 6™ | 7°™ et 8°™ semaine les niveaux ont cr{l significativement (P <0.05).,
ala 9™
doublé pour atteindre le niveau de 34+1,6 Ul/l et 90,4+ 7,09 Ul/l pour’ALT et I’AST

semaine 1’augmentation du niveau de I’ALT était plus importante (P <0.01), le taux a

respectivement. La deniére semaine d’exposition a révele une évolution croissante, les taux était

de 38 +2,55 Ul/l en ALT et de 104,2 +10,57 Ul/l en AST.

Le lot Cd a révélé aussi une augmentation des transaminases, notamment & la 6°™

semaine, les concentrations ont atteint 24+1,58 Ul/l pour I’ALT (figure 27) et 98,8+11,54 Ul/I
pour I’AST(figure 29) . Les valeurs ont progressé pour atteindre a la 9°™ semaine les teneurs de
32+1,58 Ul/l pour I’ALT et 114,6£25,5 Ul/l pour I’AST. A la fin de I’exposition, I’augmentation
reste significative (P <0,01) ’ALT était de 37+ 2,35 Ul/l et I’AST correspondait a la valeur de

129,8+27,66 UI/I.

Chez le lot co-exposé, 1’augmentation était plus importante, la progression des
transaminases a été constatée dés la 1°® semaine d’exposition pour atteindre & la 6™ semaine les
teneurs de 28,8 £3,70 Ul/l en ALT(figure 28) et de 192+110,53 Ul/l en AST(figure 30); cette
concentration représentait le niveau le plus élevé pendant toute la période d’exposition. A la 9°™
semaine, les teneurs restaient a la hausse avec une augmentation significative (P <0,01), la
concentation en ALT était en moyenne de 37,67+£1,53 Ul/l et ’AST de 147+19,55 UI/I.

Les taux de transaminases n’ont pas cesser de croitre chez le lot co-expose, alors que le
traitement a été arrété. L evolution a révélé un taux de 42,67+2,52 Ul/l pour I’ALT (représentant
le maximum des concentrations obtenues) et la teneur de 180 +26,46 pour I’AST a la 3eéme
semaine de récupération. A la fin de la période, les teneurs ont commencé a diminuer pour
atteindre la valeur de 20,3+5,6 Ul/l et 93,2+31,5 Ul/l pour I’ALT et I’AST repectivement.
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Par ailleurs, une évolution nette des concentrations des transaminases vers la baisse a été

constatée chez les deux lots Pb et Cd pendant la période de récupération. A la fin de la période,

les teneurs en ALT ont atteint la valeur de 14,4+1,7 Ul/l chez le lot Pb et de 19,2+ 3,8Ul/I chez
les brebis traitées au Cd. Les teneurs en AST ont atteint la valeur de 72 £10,5Ul/l et de 84+21,3

Ul/l pour le les lots Pb et Cd repectivement.

ANOVA a révelé un effet temps (P <0,001), un effet traitement (P <0,001) et un effet

combiné temps-traitement (P<0,001) sur I’évolution des concentrations sanguines des

transaminases.
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Figure 27. Evolution de I'Alanine aminotransférase (ALT) (Moyennes
et Ecart Types) durant les trois périodes chez les deux lots traités au Pb
et au Cd.
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Figure 28. Evolution de 1'Alanine aminotransférase (ALT) (Moyennes
et Ecart Types) durant les trois périodes chez le lot traité au Pb+Cd.
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Figure 29. Evolution de I'Aspartate Aminostransférase (AST)

(Moyennes et Ecart Types) durant les trois périodes chez les deux lots
traités au Pb et au Cd.
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Figure 30. Evolution de I'Aspartate Aminostransférase (AST)
(Moyennes et Ecart Types) durant les trois périodes chez le lot traité au
Pb+Cd.

6.2. Les protides totaux et profils électrophorétiques

Avant les traitements, les niveaux des protides totaux chez les trois lots correspondaient
aux normes physiologiques 60 — 799/l (Kaneko et al, 2008). Les concentrations durant les deux
périodes d’exposition et de récupération étaient fluctuantes. Pendant la premiére semaine de
traitement, les valeurs étaient 71,2+2,12 g/l, 64,412 51 g/l et 61,4+1,82 g/l respectivement chez
les lots Pb, Cd (figure 31) et Pb+Cd (figure 32). A la 9°™ semaines les teneurs correspondaient
aux valeurs de 70,6+3,6 g/l, de 68,6+2,3g/l et la valeur de 68,3+5,8 g/l chez les trois
lots Pb, Cd et Pb+Cd respectivement.

A la fin de la période de traitement, les protides totaux ont atteint les teneurs de
73,2+4,02 g/l et de 74+4,5 g/l respectivement chez les lots Pb et Cd.

Pendant la péeriode de récupération, le lot co-expose a révéle une teneur de 82+3,2 g/I,
pour diminuer apes et présenter la teneur de 72,5+3,84 ¢/l a la fin de cette période.
les deux lots Pb et Cd ont présenté les teneurs de 66,3+2,4 g/l et de 64,6+1,7 g/l a la derniére

semaine.

ANOVA a révelé un effet temps (P<0,001) et un effet combiné temps-traitement (P

<0.001) dans I’évolution des taux sériques des protides totaux.
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Figure 31. Evolution des protides totaux (Moyennes et Ecart Types)
durant les trois périodes chez les deux lots traités au Pb et au Cd.
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Figure 32. Evolution des protides totaux (Moyennes et Ecart Types)
durant les trois périodes chez le lots traité aux Pb+Cd.
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Concernant le protéinogramme, on a noté que tous les profils obtenus avant 1’exposition
sont tres proches les uns des autres et correspondent au profil physiologique (figures 50) Les
différentes fractions protéiques ainsi que le rapport (Alb / Glob) sont normaux et correspondent
aux normes qui sont: Albumines (24 — 30g/1), a1- globuline (1,8 — 3,8 g/1), a2- globuline (6,6 —
9,7 g/), B-globuline (1,6 — 10,5 g/1) et y-globuline (16,9 — 36,9 g/l) et pour le ratio Alb/Glob
(0,42 — 0,76) (Kaneko et al., 2008) (Tableau 18). A la 8™ semaine d’exposition, aprés
administration des sels métalliques, des changements sont apparus. Les proportions entre les
différentes fractions n’ont pas été conservées chez toutes les brebis, spécialement chez le lot co-
expose avec des ratio Alb / Glob dans certains cas inférieures aux valeurs usuelles (Tableau.
6).

6.3. Créatinine

La CRE a révélé des teneurs physiologiques pendant les huit premiéres semaines du

traitement. A la 9°™

valeurs de 13+1.6 mg/l pour le lot Pb, et 12+ 1,58 mg/l pour le lot Cd (figure 33) etl13,67+1.5

semaine, une augmentation significative (P <0.05) a été noté avec les

mg/l pour le lot Pb+Cd (figure 34). A la fin de la période d’exposition les concentrations en
CRE avaient garde une évolution a la hausse, les teneurs avaient atteint 16,2 +1,64 mg/l et 19,8 +
3,03 mg/l chez les lots Pb et Cd, respectivement. L’augmentaion était considérée comme
significative (P <0,001).

Chez le lot Pb+Cd, apres arrét du traitement, les teneurs ont continué a augmenter
significativement (P <0,001). On a noté la teneur de 23+2 mg/l & la 3°™ semaine de récupération
puis une evolution vers la diminution pour atteindre a la fin de cette période la teneur de
12+3,2 mg/l.

La période de récupération a connu aussi un retour des concentrations de CRE aux
normes physiologiques chez les deux lots Pb et Cd. Les valeurs déterminées étaient 10,98+ 0,54
pour le lot Pb et 11,37+0,76 pour le lot le Cd.

L’analyse de la variance (ANOVA) a révele un effet temps (P<0,001), un effet traitement

(P <0.001) et un effet combiné temps-traitement(P <0,001) sur I’evolution de la créatinine.
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Figure 33. Evolution de la Créatinine (Moyennes et Ecart Types)
durant les trois périodes chez les deux lots traités au Pb et au Cd.
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Figure 34. Evolution de la Créatinine (Moyennes et Ecart Types)
durant les trois périodes chez le lot traité au Pb +Cd.
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Tableau 6. Protides totaux et les différentes fractions protéiques (albumine, alphal

globuline, alpha 2 globuline, béta globuline et gamma globuline) (Moyennes et Ecart types

en g/l) chez les différentes brebis des trois lots traités pendant la période de I’exposition.

Lots N°des | TP Albumine | a1- o2- - - Rapport
Brebis globuline | globuline | globuline | globuline | Alb/Glob
Lot Pb 1 T4+ 25+ 3.1+ 1.7+ 8.9+ 36.4+ 0.44+
3.9 4.6 1.1 0.3 0.1 4.3 0.01
2 70+ 15.4+ 2+ 8.5 6.6x 27.1% 0.35%
2.64 2.3 0.2 +0.3 0.3 6.7 0.02
12 71+ 14.2+ 2.8% 6.7x 5.8+ 36.5+ 0.33+
3.23 3.5 0.6 3.2 1.2 8 0.1
13 66.5+ 27.5% 4.2+ 6.5% 3.4+ 20.9+ 0.48%
8.5 2.1 0.9 0.1 0.4 3.6 0.06
15 68.5+ 21.3t 4.8+ 7.5+ 4.2+ 27.9+ 0.41+
3.6 3.2 0.6 3.1 2.1 2.1 0.23
Lot Cd 3 68.5+ 24.2+ 5.6x 7+ 3.6 25.5+ 0.38+
15.5 3.6 1.3 2.1 1.2 2.2 0.04
4 69+ 26.4+ 5.1+ 6.8x 7.1+ 22.3t 0.40%
10.13 1.6 2.1 0.8 2.3 3.8 0.06
5 70+ 28.5+ 3.5+ 1.7+ 6.4+ 24.2+ 0.48+
4.34 1.8 2.1 1.2 0.5 4.7 0.13
10 68+ 19.9+ 4.3+ 8.1+ 3.8+ 17.6+ 0.58+
11.74 5.1 0.5 4.3 3.2 15 0.12
11 68+ 22.1+ 4.3+ 7+ 6.1+ 18.9+ 0.6x
9.73 7.2 0.6 3.2 2.5 2.1 0.03
Lot 6 62+ 22.4+ 4.1+ 6.1+ 5.3+ 442+ 0.33%
Pb+Cd 5.15 3.2 1.2 0.2 15 3.4 0.06
7 71+ 20.6+ 4.5+ 6.3% 4.2+ 22.9+ 0.4+
5.87 11 0.2 0.2 0.4 9.1 0.22
8 68+ 17.8+ 3.1+ 7.4+ 5.6+ 28.9+ 0.37%
7.04 4.2 2.3 1.2 1.2 52 0.03
9 70+ 23.6t 3.2+ 8.9% 7.9% 24.5+ 0.26x
4.93 1.2 1.2 2 2.1 7.5 0.09
14 66.4+ 17.9+ 3.1+ 7.4+ 5.9+ 28.9+ 0.39+
8.9 2.3 1.3 0.3 2.3 10.2 0.07
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Tableau 7. Modifications hématologiques et biochimiques durant la période d’acclimatation et
les 9 semaines d’exposition au Pb et au Cd chez les brebis des deux lots (Pb et Pb+Cd)

.. . . .. . ANOVA
Avant Exposition (jour) Pendant 9 semaines d’exposition (jour)

0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 g4 | TTT Tps
Pb (n=5) 10,14 10,4 10,58 10,66 11,28 11,12 10,46 10,80 11,16 10,80 9,74 9,06 9,30

Hb - +1,32 +0,88  +1,03 +0,94 +121  +0,89  +0,50 10,58 +1,19 +1,07 +0,73 040 10,64 | *¥** | **x
gilooml | oo (n=5) 10,22 10,74 10,32 11,22 10,66 10,10 10,18 10,08 9,68 9,44 8,24 9,43 8,90
- +1,03 +0,76  +1,02 +0,88 +0,77 10,77 10,72  +1,04 +0,42 +0,88 +1,35 +0,51 10,56
Pb (n=5) 3380 32,60 32,80 32,20 37,80 37,00 32,00 33,60 34,20 33,00 31,00 29,00 28,80

Hct - +208 +3,34  +2,32 +3,41 +259  +308  +2,65  +3,05 +3,19 +2,74 +200  +1,58  +1,30 | *¥¥* | *¥%
% Pb+Cd 32,80 3540 33,80 35,00 32,60 3540 34,00 32,20 29,80 29,20 27,80 280 27,33
(n=5) +1,98 13,3 +238 +3,29 +321  +4,28  +3,81 12,68 +1,48 +1,48 +0,84  +1,00 1,53
Pb (n=5) 16,20 1520 18,00 16,60 17,40 18,40 19,60 20,20 21,80 23,40 26,20 32,60 34,00

ALT - +454  +3,11  +3,08 +5,12 +1,82  +1,52  +1,82  +2,39 +1,30 +1,14 239  +152  +1,58 | *** | x¥%
Ui/l Pb+Cd 16,60 1526 17,40 16,73 19,80 22,40 23,20 27,00 27,80 28,80 30,40 33,33 37,67
(n=5) +4.88 13,64 12,79 +321 +396  +3,36  +4,44 14,18 +1,92 +3,70 +321  +2,89  +1,53
Pb (n=5) 7153 7035 77,33 57,82 79,00 83,80 71,20 71,60 78,80 81,60 8520 86,60 90,40

AST - 4,82  +4,75 +8,95 +40,09 +7,11 +10,03 9,78 +8,08 +7,98 +8,17 +7,66 +8,65 17,09 | *** NS
Ui/l Pb+Cd 71,00 64,80 73,80 78,80 110,20 126,60 125,40 130,00 187,80 192,20 187,80 138,00 146,67
(n=5) +524 +2,86 4,81 +12,94 +2579 +42,97 160,69 +62,37 +113,96 +110,53 +102,79 +17,09 +19,55
Pb (n=5) 960 10,00 10,00 11,00 10,00 9,80 10,40 10,20 9,80 9,80 9,40 10,00 13,00

CREAT. - +1,51  +1,58 +1 +1,87 +0,71  +1,48  +1,14  +1,30 +1,64 +1,79 +34 +122 #1558 | NS | ***
mg/| Pb+Cd 11,20 10,80 10,80 12,20 9,80 8,80 9,60 9,00 9,00 9,20 9,40 9,33 13,67
(n=5) +1,48 1,09 10,83 +0,83 +0,84 11,10  +1,95 2,12 +2,45 +1,92 +2,88  +0,58  +1,53
Pb (n=5) 68,40 71,00 66,40 71,33 67,00 67,40 70,60 72,40 69,80 69,80 69,00 66,40 70,60

TP - +328 +2,73  +2,30 +1,30 +212  +2,70  #3,71  +2,51 +4,09 +3,90 +400 +3,13  +365 | *** | NS
g/l Pb+Cd 69,00 72,66 67,20 71,33 61,40 62,00 66,40 66,60 67,60 67,00 69,60 64,33 68,33
(n=5) +3,92 15,67 13,70 +2,46 +1,82 2,74 15,73  +2,61 +7,30 +7,42 +568  +321 15,86




Tableau 8.

Modifications hématologiques et biochimiques durant les 8 derniéres semaines d’exposition au Pb et au
Cd et la période de récupération chez les brebis des deux lots (Pb et Pb+Cd)

Pendant les 8 derniéres semaines de 1’exposition (jour) Période de récupération (jour) ANOVA
91 98 105 112 119 126 140 154 168 182 1| TP
Pb (n=>5) 8,72 7,68 7,24 7,48 7,62 7,46 8,28 9,44 9,44 10,76
Hb 0,5 10,43 0,25 10,6 10,4 0,5 +0,45 0,3 0,34 0,4 KAk kokk
g/100ml Pb+Cd 7,5 6,7 6,23 6,4 6,36 6,4 9,6 9,1 9,9 10
(n=3) 0,86 0,5 123 0,7 0,45 +0,35 0,84 0,9 0,6 0,95
Hct Pb (n=>5) 28 27,8 25,6 26,8 26 25,6 25,2 28,6 26,3 32,2
% +2,12 +1,3 +1,14 +0,83 +1,22 +1,14 +1,9 +1,95 +2,1 +3 * *E*
° Pb+Cd 26 26,33 24,66 25,66 24,66 24 27,66 29 29,5 30,1
(n=3) +1 10,6 +0,6 +0,23 +1,15 1,7 +3 +1 +1 +1,26
35,6 36.2 37,2 - - 37,6 38 24,8 18 14,4
CII-ITI- Pb (n=5) +2,1 +3,03 3,11 +2,55 +1,6 +1,7 +2,2 +6,3 KRR | kX
Pb+Cd 38,7 40,67 42,67 - - 40,66 42,5 38,1 25,66 20,3
(n=3) +14,5  +13,53 426,46 +22,48 | +33,6  +69,1  +23,9 +19
Pb (n=5) 95,5 98,4 104,2 - - 96,8 88,3 74,6 78,80 72,9
AST +6,2 +7,54 410,57 +8 +7,8 +6,73 +4,4 45,5 KRR | kkxk
ul/ Pb+Cd 152,6 156 180 - i 186,6 147,7 149,9 152 133,6
(n=3) +5,24 +2,86  +4,81 +42,97 | +60,69 +62,37 +113,96 +110,53
CREAT. Pb (n= 5) 14,1 15,2 16,8 - ] 16,2 16,1 15,5 10,20 11,2
mg/| +1,51 +1,53 +2 +3,05 +0,76 +2,2 +1,86 +1,65  KE¥ | Rk
Pb+Cd 17 20,33 23 - - 22,33 23 18,9 11,37 11,96
(n=3) +1,51 +1,53 +2 +3,05 | 10,76 +2,2 +1,86 +1,65
73,2 72,2 - - 74 73,5 71,40 - 68,2
P Pb(n=5) | 1319 ) +4,02 12,42 | 136 £2,4 £32  *%* | NS
g/l Pb+Cd 78,67 - 82,67 - 80,33 81 81,33 - 75,8
(n=3) 0,58 +1,15 - 13,21 4.4 13,84 14,3




Tableau 9. Modifications hématologiques et biochimiques durant la période d’acclimatation et

les 9 semaines d’exposition chez les brebis du lot Cd

Avant Exposition (jour)

Pendant 9 semaines d’exposition (jour)

ANOVA
0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 84 | TTT Tps
Hb cd (n=5) 11,62 11,28 11,46 114 10,66 10,26 10,4 11,02 10,8 107 10,02 9,44 9,44
g/100ml 0,82 +1,13  #1,17  #0,8 +0,7 +0,8 0,95  #1,22 +1,3 +1,17 0,83  #0,95 0,48 | *** | **
Hct cd (n=5) 36,2 35,4 36,2 35,6 34,8 33,8 33 34,4 34,4 33,8 30,8 29,2 29,4
% B +3,4 +2,8 +28  +1,8 +1,8 +1,8 +1,2 +4 +4,15 +3,9 +2.4 +1,9  +1,1 Y M
ALT cd (n=5) 18,8 17,6 19,4 18,6 19 19,2 20,6 23,8 23,80 24 26,6 31,4 32
Ui/ - 166 61 554 166 £2 £1,92 3,44 2,59  £239 1,58 #2007 2,88 $1,58 ¥ | *x*
AST cd (n=5) 81,4 77,8 89 88 83 92,6 96,6 98,4 94,4 98,8 101,8 109,2 114,6
Ui/l ) +12,22  #12,72 12,27 +13,56 +8,69 +23,73  +19,73 £20,89 +11,24 +1154 17,08 +20,23 255 @ *** | NS
CREAT. (n=5) 9,2 9,8 9,8 11,2 9,4 9,8 10,2 10,4 9,4 9,6 9 9 12
mg/I - 12,16 +1,92 1,64 1,92 11,14 +0,45 $1,3 +2,07 +2,08 +1,95 1,22 #1,73  #1,58 NS | ***
TP cd (n=5) 69,2 72,4 67 71 64,4 64,6 72,2 70,6 67,4 67,6 68,8 65,2 68,6
g/l - +5,12 +2,3 2,8  +1,22 +2,51 +0,89  #4,32 2,97 +2,51 +1,82 2,59 +1,48  £23 R B




Tableau 10. Modifications hématologiques et biochimiques durant les huit derniéres semaines d’exposition et la

période de récupération chez les brebis du lot Cd

Pendant les 8 dernieres semaines de I’exposition (jour) Période de récupération (jour) ANOVA
TTT | Temps
91 98 105 112 119 126 140 154 168 182 P
Hb cd(n=5 | 8 8,02 7,5 7,34 7,2 7 9,7 946 10,18 9,78
g/lOOmI - 10,7 10,6 13 +0,4 +0,6 0,8 +1,5 +1,5 +1,4 +2,7 * %k * ok %
Hct 27,4 27 25,6 26,8 26,6 26,6 30,6 29,6 29,2 31,2
Cd (n=5) * %k * %k
9% +1,3 +1,2 +1,3 +0,8 +1,14 +1,14 +2,7 +4,1 +5,15 +2,16
ALT cd (n=5) 34 36,4 37 - - 37,66 35,4 27,8 19,2 17,7
Ui/l - +2,05 +2,07 2,35 +3,6 2,1 +3,8 +2,6 £3,2 KRR e
AST ¢d (n=5) 118,8 122,4  129,8 - - 130,6 | 113,2 100,6 88,6 85
ul/ - 19,2 #3143 427,66 +10,66 | +16,3 +20,1 +12,1 +14,5  *** NS
CREAT. cd (n=5) 14,4 16,8 19 - ) 19,8 20,2 16,6 10,14 10,9
mg/| - +1,47 +1,48 0,71 +3,03 +1,3 +2,3 +3,41 +1,64 NS | ***
TP cd (n=5) 73,4 ) 74 - - 72,9 74,4 70,3 . 72,2
g/l B +2,79 +2,35 4,45 | 136 +1,7 42 NS | ***

Hb: Hémoglobine, Hct: Hématocrite, ALT: Alanine aminotransférase, AST: Aspartate aminotransférase, CREAT: Créatinine

TP: Protéines Totales, TTT: Traitement, Tps : Temps, NS : Non significatif, P > 0,05, * : P<0,05, ** : P <0,01, *** : P<0,001
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l. Argumentation du Protocole Expérimental

Afin de simuler le niveau de contaminations des fourrages destinés aux animaux et dans
le but de mimer une contamination chronique de I’organisme a une dose environnementale et
d’examiner les effets d’une exposition prolongée sur 1’organisme (organiques et fonctionnels), le
modele in vivo est basé sur une exposition de 17 semaines de brebis race Ouled Djellal aux sels
métalliques : Nitrate de Plomb et Chlorure de Cadmium.

Dans notre travail, la contamination est expérimentale et la source de I’exposition est
controlée. Les posologies administrées ont été définies afin de répondre au mieux aux
objectifs suivants :

v Ne pas entrainer une intoxication clinique (aigue ou subaigie)

v Pouvoir réaliser des niveaux proches de la contamination des fourrages dans des

zones polluées

v’ Atteindre des concentrations sanguines quantifiables et détectables en plomb et en

cadmium avec suffisamment de précision pour permettre la réalisation d’une analyse

toxicocinétique.

1. Choix du Modéle Animal

Pour évaluer le potentiel toxique d’un xénobiotique et procéder a des études en
toxicologie et en écotoxicologie dans différents milieux, les chercheurs disposent de trois
moyens d’investigation : les populations humaines et animales accidentellement exposées, les
modeles animaux pour I’expérimentation et la culture cellulaire. Chacun des trois supports
d’investigation est exploité pour aboutir dans la majeure partie des cas a des informations

complémentaires.

Avec les avancées qu’a connues la recherche en toxicologie, dont la maitrise de la culture
cellulaire, I’utilisation des cellules cibles des différents xénobiotiques a connu une révolution.
Diverses lignées cellulaires en culture fournissent des renseignements précieux sur les enzymes
participant a la transformation métabolique d’un composé donné et des métabolites
éventuellement toxiques. L’inconvénient de cette analyse au niveau cellulaire et moléculaire
est le faible nombre de paramétres biologiques a prendre en compte et qui nécessite une

grande maitrise technique pour assurer la survie des cellules et conserver une réactivité
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reproductible dans le temps. Malgré les avancées récentes, les techniques de culture cellulaire ne
permettent pas d'appréhender un organisme vivant dans sa globalité.

Les études d’investigations en toxicologie ou en écotoxicologie chez I’homme sont plus
rares et surviennent par accident. Les informations des différentes études sont issues d’études
cliniques et épidémiologiques de populations exposées, le plus souvent dans un cadre

professionnel. L’exploitation des données reste limitée.

Au contraire, le modéle animal, soit en laboratoire ou dans son milieu naturel, reste le

support de recherche le plus utilisé.

Pour les animaux accidentellement exposés, il s’agit:
des animaux vivant dans les milieux aquatiques

v
v' des élevages proches des sources d’émissions des polluants
v des animaux qui paturent sur des terrains contaminés

v

de ceux dont I’alimentation provient d’une zone polluée

Gréace a des protocoles expérimentaux variés et élaborés, les résultats et les données
obtenus a partir de modéles animaux présentent 1’avantage d’étre nombreux et de répondre a des
objectifs bien déterminés, ce qui permet d’aboutir a des données de plus en plus précises et une

exploitation statistique large.

Les modeles animaux présentent de nombreux avantages par rapport aux tests in vitro, les
phases d’absorption, de distribution, de métabolisme et d’élimination des xénobiotiques sont
présentes et permettent d’observer leurs effets intégrés sur les différentes fonctions de
I’organisme. Tous les organes impliqués étant presents et fonctionnels, la toxicité générale de la

molécule peut étre testée et les effets sur les paramétres circulants peuvent étre mesures.

Les pollutions des différents compartiments de 1’environnement peuvent étre des sources
de contamination des chaines alimentaires. Comme les métaux lourds ne peuvent étre degradés
et que leur élimination est le plus souvent limitée, les organismes biologiques exposes les
accumulent apres absorption dans leurs tissus (Pareja-Carrera et al., 2014 ; Mukesh et al., 2008).
Ce processus, appelé bioaccumulation, permet d’expliquer pourquoi les animaux, et par

conséquent les produits qui en sont issus, peuvent présenter des niveaux de contamination plus
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élevés que ceux mesurés dans leur milieu (Perrin, 2007). La bioaccumulation résulte de la
balance nette des processus de capture, de stockage et d’excrétion d’une substance dans un

organisme, due a une exposition dans I’eau, la nourriture, le sédiment et 1’air (Neff, 2002).

Une exposition subchronique ou pendant une longue période des animaux aux métaux
lourds peut causer des résidus dans les denrées animales pouvant excéder les limites légales
tolérables, suite a I’accumulation des éléments traces dans les tissus (abats, muscles) surtout les
organes cibles (foie et rein) et ainsi que leur excrétion dans les produits comme le lait et la laine

(Mehennaoui et al., 1995 ; Payne et livesy.,2010).

La brebis Ouled djellal a été choisie comme modele animal pour réaliser ce travail de
recherche. Le mouton est moins cher que le bovin, c’est un animal dont la viande est trés
demandée et appréciée en Algérie, dans tout le Maghreb et méme en méditerranée. Cependant,
du point de vue de la santé de 1I’animal comme de la santé publique, le mouton comme tous les
ruminants, accumule les métaux lourds dans différents tissus et organes. Ces derniers constituent

une source significative d’exposition du consommateur aux métaux lourds.

Le mouton présente des particularités qui en font un modéle animal intéressant. Par sa
docilité, le maniement et I’élevage de cet animal sont aisés. De plus, la longue durée de
développement des organes (croissance) et la taille des ovins, comparativement aux rongeurs,
autorise la répétition des mesures et la réalisation d’études longitudinales essentielles pour
évaluer les effets a long terme, sachant que la chronicité des effets constitue un enjeu en
toxicologie. Les prélevements de liquides biologiques chez cet animal sont facilement
réalisables. Ainsi, le mouton peut répondre au nombre de prélévements sanguins programmés
chaque fois pendant ce travail et fournir la quantité de sang nécessaire pour effectuer les
différentes analyses du protocole experimental. Aussi, les études réalisées chez la brebis sont une

étape préliminaire intéressante pour des études réalisées chez les bovins (Mehennaoui, 1995).

Le mouton a fait ses preuves en tant que modéle animal, notamment dans les études sur
les perturbateurs endocriniens. Cet animal a été utilisé afin de déterminer un schéma posologique
capable de mimer chez les ovins 1’exposition au fipronil (Leghait, 2008; Collet, 2012). Aussi, il
s'avere un modele expérimental intéressant pour la réalisation de circulations extracorporelles et
de séances d'hémodialyse (Bonnet et al., 2000). Le mouton présente des caractéristiques

anatomiques et physiologiques cardio-vasculaires et respiratoires tres proches de celles de
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I'nomme qui en font un excellent modéle en chirurgie cardiaque (Baudin Fayolle, 2001). Par
ailleurs, Johnston et al. (1997) ont développé un modéle mouton pour la SUDEP (Sudden
Unexpected Death in Epilepsy) sur lequel ils procédent a des inductions pharmacochimiques
de crises épileptiques. Enfin, en parasitologie, comme le mouton est réceptif a I’infection par T.
brucei, ce modele a pu étre utilisé pour réaliser des expérimentations de molécules actives sur la

trypanosomose humaine africaine (Bouteille et al., 2002).

Chez I’animal, on connait des différences radicales entre les sexes dans les effets
toxiques engendrés par une exposition a certains xénobiotiques (Viau et Tardif, 2003). L’état
physiologique de I’animal peut influencer la cinétique des xénobiotiques dans 1’organisme (Pérez
et al.,, 2007; Madeddu et al., 2011). La brebis en lactation parait plus sensible aux effets
métaboliques du Pb (Mehennaoui, 1995). Le sexe influence 1’accumulation du Cd dans le rein,
chez les bovins, les concentrations de cadmium rénales étant significativement plus important
chez les femelles que chez les males (Lopez et al., 2000). Des différences liées au sexe ont été
rapportées dans des études chez ’homme et ’animal, le cadmium pourrait avoir une durée de

demi-vie biologique longue chez les femelles comparativement aux maéles (Bremner, 1979).

Pour toutes ces raisons et afin de réaliser des lots homogenes, les animaux choisis pour
I’expérimentation sont tous des femelles non gestantes et non lactantes. Il faut savoir aussi, que
rassembler 15 béliers dans un méme enclos est difficile a gérer. Les béliers mesurent leur force
les uns aux autres par des duels. Il se produit souvent de violents coups de téte jusqu’a ce que le

plus faible se détourne, prouvant par la sa soumission (Go6tz, 2011).

2. Choix de la Voie et de la Durée de Contamination

La voie d’exposition environnementale la plus importante aux Pb et au Cd est la voie
orale. Cette derniére a été choisie pour réaliser les traitements aux sels métalliques, et nous nous
sommes plus spécifiquement bases sur des études decrivant les effets d’une exposition chronique

par la voie orale.

Les animaux peuvent se contaminer en éléments métalliques en ingérant des végétaux,
soit directement au pré, soit des vegétaux recoltés sur zone polluée puis distribués. Notons que
les plantes utilisent leur systéme de racines pour assimiler des métaux jusqu’a une profondeur

d’environ 1 metre (Steketee, 2010). Les sols contaminés peuvent étre une source d’exposition
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directe pour le bétail notamment 1’empoisonnement au Pb (Clegg, 1978). Le bétail qui pait dans
des zones contaminées assimilera proportionnellement davantage de métaux que I’homme. En
effet, la matiére contaminée qui se dépose sur I’herbe et les particules de sol adhérentes sont
également assimilées (Steketee, 2010). L’ingestion de la terre au paturage ou incorporée a la
ration lors des récoltes est une source majeure de contamination. Selon Thornton et Abrahams
(1983), la part de la terre peut atteindre jusqu’a 30% de la quantité totale de matiére seche
ingérée pour les ovins qui arrachent les végétaux avec les racines et leurs dép6t terreux, sous des
conditions défavorables (lors de sécheresse, d’herbe trop courte, de surcharge de paturage). C’est
une fraction normale du régime alimentaire de tous les animaux paturant et une source notable

d’élément traces métalliques.

Les plantes peuvent se contaminer en métaux de deux manieres : par absorption racinaire
a partir de la solution du sol qui est la voie majeure et par absorption foliaire a partir de 1’air
atmosphérique contaminé. Plus généralement, les plantes a feuille peuvent accumuler de fagon
marquée le cadmium. Le transfert du cadmium présent dans le sol vers les plantes peut étre
rapide. Ultérieurement, le cadmium (sous sa forme ionisée Cd++) passe facilement dans les
animaux herbivores (bovins, moutons, chevaux...). La bioconcentration végétale du Cd peut étre
suffisante pour faire des plantes des sources de contamination importantes pour les animaux qui

les ingerent (Clegg, 1978). Le Pb reste en plus grande quantité dans les sols que dans les plantes.

L’eau peut représenter une source importante d’exposition pour les animaux quand elle
est contaminée. Les ruminants peuvent absorber des doses toxiques de métaux par 1’eau
d’abreuvement, mais certains ¢léments donnent a 1’eau une saveur désagréable. Si la
consommation d’eau trés contaminée peut, elle aussi, étre une source d’exposition directe
importante, la pollution atmosphérique intervient principalement de fagon indirecte dans

I’exposition des animaux, en contaminant les sols et les eaux.

Avec l'ingestion qui est la voie majeure de contamination par les ETM, 1’exposition a
long terme représente la durée la plus fréquente, aussi bien, dans l’environnement avec la
contamination des organismes vivant dans différents milieux, que lors de I’exposition

professionnelle chez I’homme.
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3. Choix des Traitements (Métaux Lourds) : Plomb & Cadmium

Comme le montre 1’abondante bibliographie, le Pb et le Cd sont des éléments chimiques
considérés comme uniquement toxiques, et ce pour tous les organismes (Homme, animaux,
plantes et micro-organismes). N’ayant aucune activité biologique bénéfique, Pb et Cd sont les
plus importants des éléments toxiques non essentiels qui peuvent contaminer 1’alimentation,
I’eau et ’air. Leur présence est clairement impliquée dans 1’apparition de beaucoup de maladies,
touchant la quasi-totalité des organes. Autre propriété trés néfaste de ces deux métaux lourds,
leur capacité a s’accumuler dans la chaine alimentaire. Ces deux éléments traces sont considerés

comme de véritables enjeux de la santé publique.

Le Pb et Cd, par leurs propriétés physiques et chimiques, proches de celles de certains
¢éléments essentiels leur permettent d’entrer en compétition avec d'autres métaux bivalents
essentiels, notamment (Ca2+, Zn2+, Fe2+ ...). Par mimétisme au niveau de certains
transporteurs membranaires, ces deux ETM traversent les barriéres biologiques et s’accumulent
dans les tissus. Tous les éléments, qui ont de ’affinité avec le souffre, sont bioaccumulables et
toxiques (Viau et Tardif, 2003; Xiao et al, 2014).

Dans la réalite, les organismes sont rarement exposés a une seule substance, Pb et Cd sont
souvent simultanément libérés dans 1’environnement a partir de nombreuses sources naturelles
et anthropogéniques. Différents effets néfastes sont liés a I’exposition combinées aux deux

métaux Pb et Cd, en provoquant un probléme réel de santé publique (Wang et al., 2011a).
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Il.  Contribution de I’Aliment dans I’Apport en Eléments Traces

Durant les quelques derniéres années, de plus en plus de considération a été donnee aux
interactions entre le statut nutritionnel de I'organisme et la toxicité des métaux lourds. Ces
derniers contaminent 1’aliment et par leur caractére bioaccumulateur, causent un risque a long

terme pour la santé des animaux et de I’homme aussi.

L’analyse de I’aliment des brebis par la détermination des deux ETM Pb et Cd et des
éléments essentiels (Zn, Cu, Ca, Fe) dans la ration nous a permis d’une part d’évaluer 1’apport
alimentaire en ces éléments et déceler les carences, d’autre part et comme les végétaux sont
susceptibles d’absorber les métaux lourds par voie racinaire (diffusion a partir d’un sol
contamin¢) ou foliaire (déposition a partir de I’atmosphére), ils peuvent étre source de

contamination des animaux (Perrin, 2007).

L’analyse de 1’aliment a révélé que la nourriture des brebis n’est pas contaminée. Les
teneurs en Pb et Cd sont tres faibles par rapport aux posologies administrées et correspondent
aux teneurs habituellement retrouvées dans une alimentation non contaminée. En se basant sur
les recherches menées a-propos des fourrages des zones non contaminées, les teneurs en Pb et
Cd etaient inférieures a 1 mg /kg de MS (Mehennaoui et al., 1988 ; Underwood et Suttle, 1999).
Les teneurs négligeables de Pb et de Cd déterminées ont fait que 1’apport alimentaire en éléments
traces n’a pas pu contribuer a un changement de la posologie définie pour le traitement. Selon
Liu (2003), les niveaux tolérés en éléments traces dans 1’aliment pour bétail sont de 30 mg/kg
pour le Pb et de 0,5mg/kg pour Cd. Dans notre étude, les doses administrées de 2,5mg/kg de
poids vif pour le Pb et 2 mg/kg de poids vif pour le Cd correspondaient a une teneur de 50 mg/kg
et de 40 mg/kg de Cd respectivement pour le Pb et le Cd, niveaux déterminés dans des fourrages
contaminés déstinés aux ruminants; des doses relatives a une consommation quotidienne de 2kg

de fourrage pour les ovins.

Dans notre étude, la détermination du Zn dans 1’aliment concentré a révélé des niveaux
qui correspondaient aux valeurs courantes évaluées a 25- 50 ppm (Coic et Coppenet, 1989),
néamoins les teneurs de cet élément essentiel dans le foin et la paille sont faibles. La valeur
moyenne du zinc est au-dessous de la limite de carence pour les animaux estimees a 45 mg /Kg

MS révélée par Lamand (1978). Comparativement aux données indiquées par Blood et
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Henderson (1976) et Lamand (1978), les teneurs en Zn et en Cu dans 1’aliment étaient au dessous
de la limite de carence et inférieures aux références. Les teneurs obtenues en Ca et en Fe dans le

foin et I’aliment concentré (mais et orge) correspondaient aux normes.

L’¢épithélium intestinal est la principale voie de passage des éléments traces, aussi bien
pour ceux sollicités par 1’organisme comme le Zn, Cu, Fe, Ca que pour les éléments toxiques.
C’est la premiére barriére a traverser par les éléments métalliques toxiques comme le Pb et Cd
suite a une ingestion orale. L’absorption intestinale est influencée par le type de nourriture et le
statut nutitionnel de I’animal (OMS, 1993). Plusieurs constituants de 1’aliment sont connus pour
influencer la biodisponibilité du Pb et Cd. Une carence en Ca et en Fe peut augmenter
I’absorption du Pb et du Cd et aggraver la toxicité de ces deux métaux (Lin et al., 2011(a) ;
Madeddu et al., 2011), ce qui favorise des interactions avec les éléments essentiels au niveau de
la minéralisation de 1’os (Xiao et al., 2014). Les éléments traces peuvent interférer avec le
métabolisme du Pb et du Cd et réduire la biodisponibilité de ces deux métaux et agir surtout au

niveau des sites de liaison (Nzengue, 2008).

Le plomb modifie le métabolisme du Ca; un régime alimentaire carencé en Ca fait
augmenter I’absorption du Pb inorganique et la toxicit¢ du Pb. Ce dernier se comporte en
compétiteur du calcium et bloque certains échanges cellulaires et les réactions intracellulaires
calcium dépendantes (Pearl, 1983; Xiao et al., 2014). Le Cd affecte la distribution du Zn et le Zn
réduit la toxicité du Cd. Le Pb modifie le métabolisme et augmente 1’excrétion urinaire du Zn.
Un régime alimentaire carencé en Zn fait augmenter I’absorption et la toxicité du Pb (Noé&l et

al., 2004 ; Lin et al, 2011(a)).
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1. Evaluation du profil Plombémie / Temps

L'empoisonnement au Pb est lI'une des causes d’intoxications les plus fréquemment
rapportés, chez le bétail au paturage sans préjuger de l’origine principale de 1’exposition
(fourrages contaminés, ingestion d’effluents liquides ou de sols contaminés (Smith et al., 2010 ;
Pareja-Carrera et al., 2014). Ainsi, le Pb est le premier métal impliqué dans des cas

d’intoxication aigu€s ou chroniques chez les ruminants.

Dans notre protocole expérimental, I’indicateur retenu pour évaluer I’imprégnation par le
Pb est sa concentration mesurée dans le sang, ou plombémie. Selon Glorennec (2015), la
plombémie refléte un équilibre entre une contamination en cours, le stockage ou le déstockage
du plomb osseux et son élimination. Etant donnée la linéarité de la relation Pb sanguin et
concentration en Pb atmosphérique (Bonnard et Falcy, 2006), la plombémie est un bon indicateur
du pool de Pb biologiquement actif dans I'organisme. Le dosage du plomb sanguin correspond a
une évaluation directe du risque, qu'il faut privilégier aux évaluations indirectes comme le

dosage des protoporphyrines (Noble, 1993).

La plombémie (sur sang total) est un indicateur fiable d’une récente exposition,
lorsqu’elle est stable. C'est le résultat d'une mesure ponctuelle, ne mesurant pas la charge en
plomb de I'organisme, mais reflete le Pb contenu dans le compartiment sanguin (Fussler Bagur,
2011). Elle constitue d’ailleurs, le test le plus communément utilisé pour évaluer 1’intoxication
pour le Pb chez ’homme et les animaux (Mehennaoui et al., 1988 ; Bonnard et Falcy, 2006).
Ainsi, une part importante des données disponibles ne sont pas exprimées en fonction de la
guantité ingérée ou inhalée, mais en fonction de la plombémie (concentration sanguine en Pb).

Selon Perrin (2007), la plombémie est un bon bio-indicateur de la dose de toxique absorbée.

Les variations des plombémies observées durant ce travail sont liées au métabolisme
individuel. L’analyse des concentrations plasmatiques et des graphiques représentatifs des
cinétiques durant et aprés traitement, a révélé une hausse dans les niveaux des concentrations
sanguines en Pb chez les deux lots traités au Pb et au Pb+Cd sans atteindre un état d’équilibre.
Ces résultats sont en accord avec une exposition répétée a des doses faibles d’éléments traces,
isolément ou en combinaison (Pb+Cd) (Mehennaoui et al., 1997). Une augmentation graduelle

des teneurs sanguines en Pb a été observée.

Les ruminants absorbent 3 a 10% du Pb ingéré, néanmoins, un apport alimentaire élevé

en Ca, P, Fe, Zn et en protéines diminue 1’absorption et la rétention du Pb (Bampidis., 2013).
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Nous suggérons qu’une augmentation de 1’absorption du Pb et par conséquent une détermination
de plombémies élevées ont été favorisé par la carence alimentaire en élements essentiels révélée
par I’évaluation de 1’apport alimentaire des brebis. Peraza et al. (1998) ont noté dans une review
que les facteurs nutritionnels jouent un réle important dans le saturnisme et que les carences en

¢léments essentiels peuvent accroitre la sensibilité a I’intoxication au Pb.

Les concentrations moyennes en plomb dans le sang déterminées chez le lot Pb & la 7™
semaine soit 114,28 + 39,60 pg/l sont inférieures a celles calculées par Mehennaoui (1995) a
savoir 122+36 ug/l chez des brebis traitées au Pb pendant 52j. Par ailleurs, les moyennes des
plombémies chez le lot co-exposé sont supérieures a celle du méme auteur, 183,58 + 82,83 ug/l
vs 110+49 pg/l. Notons que cet auteur avait administré la dose de 2,3mg/kg/j de Pb sous forme
de chlorure chez les deux lots; tandis que, chez le co-exposé la dose de 2,5 mg/kg de chlorure de

Cd pendant 21j, puis 1,5 mg/kg pendant 31j.

Si on prend en considération la période de contamination de 9 semaines, le lot Pb a
présenté un taux de 11,11% des échantillions dosés, appartenaient a la catégorie du saturnisme
clinique (>350pg/l) (Rodrigues-estival et al., 2011), ce seuil a été observé a la 9°™ semaine de
I’exposition, le reste des échantillants appartenait a la catégorie du saturnisme subclinique (60-
350 pg/l) (Rodrigues-estival et al., 2011). Le lot co-exposé a présenté la teneur la plus
importante (445 +293ug/l) et que 33% des plombémies déterminées chez ce lot ont dépassé le
seuil du saturnisme clinique (>350ug/l) (Rodrigues-estival et al., 2011). Aprés arrét du
traitement métallique, le lot co-exposé a conservé des teneurs appartenant a la catégorie
subclinique pendant 12 semaine, ce qui indique le caractere cummulatif des ETM.
Un taux de 75% de I’ensemble des prélévements sont classés dans la catégorie du saturnisme
subclinique (60-350 pg/l) (Rodrigues-estival et al., 2011), cette observation peut suggérer que
I’exposition aux sels métalliques durant 9 semaines est favorable pour une biodisponibilité
importante du Pb chez les brebis traitées et que 1’administration conjointe du Cd a favorisé des

plombémies élevées chez le lot co-exposé (Tableau.11).

Par ailleurs, durant les 17 semaines de traitements, nous avons noté précisément 41,18%
de I’ensemble des échantillons de sang prélévés sur le lot Pb qui correspondaient au niveau du
saturnisme clinique (>350pg/l1 (Rodrigues-estival et al., 2011)) (Tableau.11). Ces seuils sans
signes apparents de toxicité évoquent I’évolution silencieuse de I’imprégnation saturnine, ce qui

rend I’exposition encore plus dangereuse notamment le risque de transfert du Pb aux descendants
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ainsi que le passage de cet ETM dans la chaine alimentaire et le risque que peut représenter pour

le consommateur.

Lors d’une étude conduite a Sierra Madrona en Espagne touchant 1’¢levage ovin et bovin
¢élevés aupes d’une ancienne mine, Rodriguez-estival et al. (2012) avaient noté des plombémies
élevées chez les veaux et les moutons analysés, 91,4% des prélévements chez le bovin (n = 58)
appartenaient a la catégorie associée au saturnisme subclinique et 13,5% des prélévements chez
I’ovin (n= 52) correspondaient a la méme catégorie. L’étude avait noté que la contamination était
plus importante chez les animaux jeunes. Cependant une autre étude a été realisée dans la méme
zone ; C’était pour une évaluation du risque lié au transfert du Pb dans la chaine alimentaires. Les
concentrations du Pb dans le sang ont été déterminées, les moutons anlaysés n=61 avaient
révelés 77.3% des plombémies associée au saturnisme subclinique (Pareja-Carrera et al., 2014).

La nature des sels métalliques peut avoir une influence sur les niveaux des plombémies.
Nitrates comme acétates possedent une bonne solubilité ce qui peut favoriser la biodisponibilité
du Pb. Selon Pearl et al. (1983), une biodisponibilité forte (5,8 a 8,5% ou 8,4 a 13,9%) a été

calculée chez des agneaux suite a une administration du Pb sous forme d’acetates.

On peut également noter que les moyennes des concentrations des plombémies obtenues
a partir de la 9°™ semaine chez le lot traité au Pb, avaient atteint des niveaux similaires ou
supérieurs a ceux obtenue par Liu (2003), une moyenne de 370 ug/l lors de son travail conduit
sur des moutons élevés en zones contaminées. Cependant, Phillips et al. (2011) avaient trouvé
une moyenne des plombémies de 51,5 ug/l suite & une exposition expérimentale chez le mouton,
sous forme d’une consommation d’ensilage contaminé, contenant 34 mg/kg de MS de Pb
pendant 9 semaines. Smith et al. (2010) avaient détecté une moyenne de plombémies
de 147 pg/l chez des moutons élevés sur des paturages de plaines inondables contaminées par les
ETM. On constate aussi que les plombémies obtenues durant ce travail sont supérieures a celles

obtenues par Mehennaoui et al (1995).

Afin d’évaluer les niveaux d’expoition au Pb du cheptel bovin en Espagne (Galicia),
Lopez Alonso et al. (2000) ont réalisé une evalution s’est basé¢ sur la détermination des
plombémies chez des veaux n= 438 (de 6 a 10 mois) et des vaches n= 56 (de 2 a 12 ans). Les
plombémies déterminés étaient 5,30 pg/l (de ND a 40,9 pg/l) chez les veaux et 12,2 pg/l (de ND
a 34 ng/l) chez les vaches. Nos résultat sont supérieurs a ces données considérées comme les
plus basses de I’Europe, déterminées chez des bovin en bonne santé, €levés en zones non

contaminées.
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Les résultats que nous avons obtenus , avaient révelé que la concentration sanguine du Pb
quand il est coadministré avec du Cd étaient augmentée, alors que, Nilson et al. (1990) ont
observé une diminution significative de la biodisponibilité du Pb aprés 1’administration
simultanée des deux ETM (Pb+Cd). Les plombémies augmentées lors de coadministration du Pb
et du Cd ne sont pas en accord avec les résultats obtenus par Mahaffey (1983). Mehennaoui et al.
(1997) ont noté que le Cd modifie le devenir du Pb dans 1’organisme, la distribution du Pb en
présence du Cd semble plus rapide et son élémination est plus importante; ces auteurs ont
constaté que pendant le traitement, les plombémies individuelles moyennes du lot co-exposé aux
Pb+Cd sont légerement plus faibles que celles du lot Pb. L’état physiologique des brebis
lactantes pourrait influencer négativement les plombémies. Le Pb, en raison de sa similarité avec
le calcium, est excrété dans le lait qui, représente une voie non négligeable pour 1’excrétion du
Pb, qui est éléminé proportionnellement a la concentration observée dans le sang mais sans

vraisemblablement dépasser 1 ppm (Fussler Bagur, 2011).

La durée de I’exposition est cruciale pour I’évaluation des interactions de plusieurs
métaux en mixture, particulierement a des doses faibles (Gensheng et al., (2008). Ces auteurs
ont conduit une reherche chez le rat sur les biomarqueurs aidant a évaluer les interactions entre
trois métaux lourds (Pb, Cd et arsenic (As)) administrés en mixture comparativement a leurs
effets quand ils sont administrés seul pour une durée de 30, 90 et 180 jours. lls ont constaté des
interactions entre les différents éléments a differents stades de la biocinétique. Les études ont
révelé des niveaux de Pb réduits quand 1’administration a été concomitante avec celle du Cd. La
cinétique du Pb a eté affectée a différents stades surtout au niveau de 1’absorption et de la
rétention au niveau du rein. Le Cd semble augmenter la rétention du Pb dans les organes

notament I’intéstin et le rein (Mehennaoui, 1995).

Plusieurs exemples d'interactions proviennent d'études toxicologiques de mélanges
binaires. On observe un effet synergique entre deux produits lorsque I'effet (ou la réponse)
obtenu lors d'une exposition mixte est plus grand que l'addition des effets (ou des réponses)
obtenus lors d'expositions individuelles aux deux produits. Rappelons que la grande majorité des
interactions qui ont été étudiées dans ce genre d’exposition s'est avérée éEtre de nature
toxicocinétique. Lors de telles interactions ce sont un ou plusieurs des processus toxicocinétiques
(absorption, distribution, métabolisme et excrétion) d’une substance qui sont altérés (Haddad,
2000).
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L’intensité des effets toxiques exercés par un xénobiotique est liée a la concentration de
I’espéce toxique dans les tissus et organes cibles, or la durée au cours de laquelle ces effets se
manifestent dépend de la période pendant laquelle 1’espéce toxique est en contact avec le tissu
ou I’organe (Viau et Tardif, 2003). Ce pendant, une période d’exposition del7 semaines a des
doses sublétales peut refléter une exposition envionmentale au Pb seul ou combiné au Cd. Cette
période a pu étre d’un c6té, suffisante pour établir la relation causale entre une exposition et
I’observation d’éffets toxiques, notamment vis-a-vis de certains parametres (qui vont étre
discutés ultérieurement) considérés comme indicateurs d’une intoxication saturnine, et d’un autre
cOté, favoriser une intéraction binaire entre le Pb et le Cd chez le lot ou ces deux éléments ont été
coadministrés. Par ailleurs, nous suggérons que la période de co-exposition de 9 semaines a des

doses infratoxiques est insuffisante pour mettre en évidence une intéraction entre les deux ETM.

Les effets résultant de D’exposition aux deux éléments traces concomitants sont
interessants. Les animaux appartenant au lot co-exposé aux deux métaux ont révélé des
paramétres intensément changeés et affectés comparativement aux résultats obtenus chez le lot a
exposition individuelle (Pb). Selon des études conduites par Nilson et al. (1990), les interactions
binaires Pb-Cd ont été confirmées et le niveau des plombémies a été significativement réduit
avec une exposition concomitante au Cd. Le Cd modifie le devenir du Pb dans I’organisme
notamment une augmentation de son élimination dans le lait chez les brebis lactantes; le
pourcentage du Pb excrété par le lait est plus élevé de 0,15% de la quantité totale administrée
(Mehennaoui, 1995). Toute fois, de telles observations pharmacocinétiques n’excluent pas une

augmentation de la toxicité démontrée par Mahaffey (1981) sur le systeme hématopoiétique.

Nos résultats suggérent une synergie entre le Pb et le Cd dans 1’altération des indicateurs

explorés lors d’une exposition prolongee.

L’ingestion de Cd en méme temps que 1’ingestion du Pb augmenterait le danger du Pb,
surtout pour le lait (Mehennaoui, 1995). C’est pouquoi, le risque de contamination des agneaux

pourrait augmenter ainsi que celui en relation avec la santé publigue.

Notre étude a révélé un taux de 25% >350ug/l des échantillons prélévés sur 1’ensemble
des animaux des deux lots confondus appartenant a la la catégorie du saturnisme clinique
(Tableau.11). Or ces animaux aux plombémies élevées n’avaient pas révelé des signes apparents
de toxicité au moment ou les plombémies avaient atteint le maximum, sauf, une anémie
modérée. Il faut noter que les parametres hématologiques et biochimiques ainsi que

I’homéostasie des eéléments essentiels (Zn et Cu) ont été altérés en fonction de 1’augmentation
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des plombémies et de la durée de 1’exposition. Ceci explique que les signes cliniques chez les
animaux exposes ne sont pas toujours corrélés aux concentrations sanguine en Pb (Waldner et
al., 2002), sachant que les bovins et les ovins peuvent tolérer des concentrations allons jusqu’a 5
mg/kg poids vif, durant une exposition d’au moins une année sans manifester de signes cliniques
(Payne et Livesy, 2010). Selon Mehennaoui (1995), la posologie susceptible d’entrainer une
intoxication au Pb chez les ruminants est de 6 a 7 mg/kg/j et aucun effet n’est observé avec une

posologie de 3 a 3,5mg/kg/j pendant 30 mois.

Chez le mouton le saturnisme chronique se manifeste par de 1’anorexie de la dépression,
des tremblements musculaires, de la faiblesse, de I’ictére, une atonie du rumen et des troubles

respiratoires (Pinault et Milhaud, 1998).

Selon Perrin (2007), I’exposition chronique a de petites doses de plomb a des effets
nocifs qui ne sont pas toujours cliniquement évidents, néanmoins la teneur maximale tolérable

en Pb dans l'alimentation a été fixé a 100 mg / kg MS chez les bovins et les ovins (NRC, 2007).

Les résultats démontrent que les effets nocifs du plomb sur la santé sont corrélés a
I’importance de I’'imprégnation dans 1’organisme. Alors que, cette derniere est liée a la durée et a

I’importance de 1’exposition.

L'exposition chronique du bétail au Pb, méme a des niveaux subcliniques, pourrait
conduire a I’accumulation des résidus de Pb dans la viande et les abats a des niveaux supérieurs
aux limites légales établies pour la consommation humaine. 1l a été constaté que les ovins

accummule moins de Pb comparativement au bovin (Rodriguez-Estival et al., 2012).

Les deux brebis (n° 6, n°9) mortes durant ce travail appartenant au lot Pb+Cd ont
respectivement présenté au dernier dosage des plombémies de 271 ug/l et 471ug/l. 1l est
difficile de definir une valeur seuil de la plombémie a partir de laquelle apparaissent des signes
d’effets toxiques. En effet des animaux peuvent supporter des concentrations sanguine en Pb tres
élevées sans signes cliniques et d’autres pourront développer des manifestations cliniques avec
des plombémies faibles (Waldner et al., 2002).
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Tableau 11. Classement des prélévements dans les deux catégories du saturnisme
(subclinique et clinique) selon les lots et la durée de I’exposition

Catégorie

Exposition Nombre de 60-350 pg/l  >350pg/I Reéférences

prélevements  Subclinique Clinique
Lot Pb
(9 Semaines) 45 89,89% 11,11%
Lot (Pb+Cd)
(9 Semaines) 45 67% 33%
Lot (Pb+Cd)
(Récupération) 60 100% 00%
Lot Pb
(17 Semaines) 85 58,82% 41,18%
Lot Pb
(Récupération) 50 100% 00%
Lot Pb 135 70,37% 29,63%
(Période 2 et 3)
100% des 240 75% 25%

prélevements

Zone polluée 52 13,5% 86,5%  Rodriguez-estival et al.
(2012)

Zone polluée 61 77.3% 23,7%  Pareja-Carreracet al.,
(2014)

Aprés arrét du traitement, la période de récupération a révélé une tendance vers la baisse
des plombémies chez les deux lots exposés. Les plombémies avaient atteint le niveau de
76x26 pg/l chez le lot Pb et le niveau de 67+8,93 ug/l chez le lot co-exposé. Néanmoins une
mobilisation secondaire peut avoir lieu et le Pb peut alors €tre mobilisé du foie, de I’os et des
autres organes de stockage et redistribué. L'os constitue le réservoir principal pour le Pb dans
I’organisme (80 a 90 % du Pb total présent dans I'organisme) (Glorennec et Chanel, 2000). Des
processus physiologiques peuvent induire cette redistribution, c’est le cas de la gestation et de la

lactation (Mehennaoui, 1995 ; Fussler et Bagur, 2011), ainsi que les carences nutritionnelles ou
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I’apport calcique ne couvrant pas les besoins de I’animal en Ca. Milhaud et Enriquez (1981) ont
noté une augmentation de la plombémie au moment de la mise bas chez des génisses laitieres
qui avaient été exposées au Pb 7 mois auparavant. Les bovins et les ovins ont une capacité
supérieure a I’homme pour mobiliser les éléments minéraux a partir de 1’0s, au sein duquel a lieu
une ostéolyse, surtout de 1’os profond, libérant conjointement Pb et Ca dans le sang, en
particulier en période de lactation (Mehennaoui, 1995). Aprés la fin d’une exposition, la
plombémie diminue en un ou deux mois jusqu’a un nouvel équilibre dont le niveau est fonction

du stock osseux (Glorennec, 2015).
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IV. Modélisation Toxicocinétique par Approche

Non Compartimentale

Le principe de la modélisation est de s'arréter au modele le plus simple qui ne soit pas en
contradiction avec les relations expérimentales (Bois, 1999). D’aprés la synthése bibliographique
précédemment exposée, il s’agit du principe de parcimonie. Pour rappel, le model doit étre le
plus simple possible (hombre minimum de parametres) tout en répondant aux objectifs de la
modeélisation et permettant de décrire le plus adéquatement possible nos données (Grenier, 2009 ;
Moksassi, 2012).

Cette formulation quantitative donnant des modeles mathématiques de la réalité se base
sur un ensemble d’équations mettant en relation des variables connues et mesurées (dose, temps
écoulé et concentrations sanguines) au moyen de parameétres toxicocinétiques, qui sont en fait
des variables biologiques a résoudre. Selon Zhang et al. (2010), I'analyse des données du profil
concentration-temps d’un xénobiotique joue un role important dans la recherche en

toxicocinétique.

Pour sa simplicité, I’analyse non compartimentale est 1’un des outils de modélisation les
plus utilisés en pharmacocinétique et en toxicocinétique (Zhang et al., 2010). Son principal
avantage est qu’elle donne les propriétés générales du systeme pharmacocinétique (dimension en
terme de séjour : MRT (Mean Residence Time: temps de résidence moyen), volume de
distribution, clairance) sans considération de la structure du systeme et les résultats restent

interprétables physiologiquement.

Cette analyse est basée sur le temps moyen de séjour d’un xénobiotique étudié a
I’intérieur de I’organisme (MRT) et permet notamment de déterminer I’aire sous la courbe des
concentrations plasmatiques en fonction du temps depuis le moment de son administration et
I’infini (AUCO—o0), qui est un indicateur de la quantit¢ de xénobiotique absorbé par

I’organisme.

L’application de cette méthode d’analyse dépend de deux conditions. Tout d’abord tous
les phénoménes de transfert sont d’ordre 1 et 1’élimination se fait a partir du compartiment de
transfert (le sang), ce qui a pour conséquence 1’additivité des clairances. Deuxiémement, le
temps de séjour moyen a I’intérieur du systéme toxicocinétique est indépendant de la voie

d’administration.
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L’¢étude toxicocinétique du Pb nécessite a la fois la mesure des concentrations sanguines
par une technique analytique validée (spectrométrie a absorption atomique), et la quantification
du devenir de cet ETM dans I’organisme par des méthodes mathématiques. Les calculs de cette
analyse toxicocinétique ont été réalisés a 1’aide du logiciel « PK Solver » version 2.0, utilisant un
programme d’analyse de régression linéaire adapté, basé sur des équations mathématiques
simples permettant une approche descriptive des phénomeénes cinétiques.

La premiere partie de I’analyse non compartimentale sera consacrée a la période
d’exposition enticre ainsi que la période de récupération chez les deux lots (Pb et Pb+Cd). La
deuxieme partie de cette approche se limitera a la période de 9 semaines de I’exposition, une

comparaison entre les deux lots sera réalisée.
1. Analyse non compartimente globale chez les deux lots (Pb et Pb+Cd)

Dans un premier temps, 1’évolution des concentrations sanguines en fonction du temps
sera présentée sous forme de graphiques illustrant les variations de ces derniéres en coordonnées
semi-logarithmiques (Figures. 36). Ces figures décrivent 1’évolution des plombémies pour
chaque brebis en fonction du temps. Ensuite, une adaptation des courbes obtenue par lissage aux

points expérimentaux, destinée a passer au mieux par ces points.

Comme les posologies et le rythme d’administration sont bien adaptés, une approche non
compartimentale selon la méthode trapézoidale linéaire aprés une perfusion constante par voie

intraveineuse a été réalisée pour 1’analyse de la cinétique du plomb a I’intérieur de I’organisme.
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Figures 36. Evolution des plombémies individuelles (exprimées en pg/l) présentées

en coordonnées semi-logarithmiques chez les brebis des deux lots (Pb) et (Pb+Cd) pendant
et apres exposition.

Le mode d’administration réitéré, continu et par voie orale a été adopté durant cette
expérimentation. Avant I’exposition des brebis, les plombémies étaient non détectables. Les
concentrations ont révélé une montée progressive et irréguliere apres 1’administration du nitrate

de Pb. La cinétique évolue en dessinant des oscillations (Figure. 37) entre les concentrations
maximales et minimales.

Concentration s en pg/I

t=Intervalle entre deux prises

l l l
Temps en iour

Figure 37. Plombémies en plateau (Oscillations entre les concentrations maximales

Cmax et minimales Cmin aprés administration répétées de la méme dose de Pb.
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Le taux sanguin en Pb est variable et représenté par une courbe continue qui serait
obtenue par perfusion & débit constant de la méme dose journaliere sur 24 h.

Lors d’une administration multiple, I’amplitude des oscillations est conditionnée par
I’effet dose, effet élimination et effet intervalle (temps). Avec lissage des oscillations, la courbe

prendra I’allure d’une cinétique relative a une perfusion continue (figure. 38).
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Figure 38. Exemple de 1'évolution des plombémies individuelles (Brebis
Nn° 2) en fonction du temps sous forme de perfusion continue apres
adaptation en coordonnées semi-log et lissage des courbes

La description graphique de 1’évolution de la cinétique du Pb chez les deux lots présente

une courbe en trois phases.
- Une phase d’accumulation :

Caracterisée par un débit d’entrée ou vitesse de perfusion supérieure a la vitesse
d’élimination, néanmoins, selon Zmudzki (1985), seulement 1,3+0,85% du plomb administré
oralement est absorbé chez le mouton adulte. Les plombémies évoluent vers la hausse en
fonction de D’administration des sels métalliques. Dans un premier temps, apres son
administration, le Pb se répartit dans tout 1’organisme alors que débute 1’élimination urinaire, une

remiére, rapide, correspondrait a I’élimination du plomb non fixé.
b b

Autant de processus toxicocinétiques peuvent s’accorder a cette phase ascendante, les

trois étapes de la cinétique, absorption, la distribution tissulaire et 1’élimination urinaire du Pb
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qui débutent quasi simultanement. Il est a noter qu’il n’y a pas d’effet de premier passage dans
la cinétique du Pb (métabolisation).

- Une phase d’équilibre (plateau) :

Caractérisée par des concentrations sanguines moyennes stationnaires, la vitesse d’entrée
du Pb est égale a la vitesse de sortie et la vitesse (ou la clairance) d'élimination est
proportionnelle a la concentration, ce qui caractérise les cinétiques dites d'ordre 1. Pendant cette
phase, les tissus durs (os) s’enrichissent de fagon plus lente au détriment des tissus mous (foie,
rein, systéme nerveux central...) et de la teneur sanguine. En méme temps 1’élimination urinaire
se poursuit. 1l faut noter que le temps nécessaire pour atteindre un plateau est 5 fois le ty
(temps de demi-vie), donnant ainsi un état d’équilibre ( Gibaldi et perrier, 1982 ; Schorderet et
al., 1989). L’état d’équilibre réel n’étant pas atteint, les plombémies sont en phase de
croissance rapide ; une durée d’exposition plus longue est nécessaire pour atteindre le plateau.

Cette phase correspond a I’absorption, distribution et élimination.
- Une phase de décroissance:

Caractérisée par I’arrét de ’administration du Pb qui correspond a la distribution et a
I’élimination; les concentrations sanguines du Pb diminuent. Cependant, il pourrait y avoir une
redistribution moins importante a partir des tissus (foie, rein et 0s) grace aux échanges avec le
sang. Notons que la vitesse d’élimination est faible pour le Pb; elle est en relation avec la

concentration sanguine.

Le squelette de la brebis représente 20% du poids vif, la quantité totale de plomb stockée
dans I’os 81 jours apres la fin du traitement est de 109 mg, soit 74% de la dose disponible
(absorbée). Le foie et le rein pésent respectivement en moyenne 700g et 270g. Les quantités
totales fixées dans ces organes sont de I’ordre de 0,5 mg de Pb dans le foie et 0,15 mg de Pb dans
le rein, soit un pourcentage respectif de la dose disponible de 0,34% et 0,1%, 81 jours apres arrét
du traitement (Mehennaoui et al., 1995).

A long terme, on aura dans I’organisme, 25% de Pb dans le foie, 4% dans les reins, 3%
dans la paroie digestive, 3% dans le systeme réticulo-endothélial et 4% dans les autres tissus du
corps, y compris les dents et les poils, alors qu’il y aura 60% dans les os (Humphreys, 1991 ;
Bismuth et al., 2002).
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Il existe un équilibre entre les taux de plomb osseux et sanguin, qui peut étre rompu en
diverses circonstances, en particulier toutes celles & l'origine d'une déminéralisation osseuse
(gestation, lactation) ou de modifications de I'absorption. La résorption massive du plomb depuis
ses zones de stockage peut avoir pour conséquence une exposition endogene d'autres tissus

suivie de I'apparition de signes de toxicité (Mushak, 1993), liés a une élevation de la plombémie.

L’analyse toxicocinétique des concentrations en Pb dans le sang a été effectuée pour
chaque animal des deux lots traités au Pb et au Pb+Cd. Les paramétres toxicocinétiques
individuels sont rapportés dans le tableau n°11, pour le lot Pb et dans le tableau n°12 pour le lot
Pb+Cd.

Tableau 12. Parametres toxicocinétiques individuels chez les animaux traités au Pb

Animaux du Lot Traité au Plomb

Parametres N° 1 N°2 N°12 N°13 N°15
Az (1/j) 0,0151 0,0212 0,0237 0,021 0,0284
t12 (4) 46 33 29 38 26
Tmax (1) 105 119 119 119 98
Crnax (H9/1) 447 558 834 833 517
AUC o (ug/lj) 446005 50921,5 71260 69821,5 38843
AUC o, (Mg/lj) 50551 54225 74977 74487 40076,5
AUMC.., 5472422,29 535405054 7775359,46 7837678,49 3684374

(Hg/lj.j)
MRT - (j) 49 39 44 46 32,5
Vss I/kg) 0,0024 0,0018 0,0015 0,0015 0,002

Cl (mg/kg)/j 0.000049  0.000046 0.000033 0.000033 0.000062

I’approche non-compartimentale permet d’extraire rapidement et simplement les
parametres PK du xénobiotique étudié a partir du profil de concentration plasmatique (Jianghong
etal., 2014).
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Tableau 13. Parameétres toxicocinétiques individuels chez les animaux traités aux
Pb+Cd

Parametres Animaux du Lot traité aux Pb+Cd
N°7 N°8 N°14
Az (1)) 0,00845 0,0096 0,011
t12 (4) 82 72 63
Tmax (§) 56 7 56
Cmax (Hg/l) 566 417 437
AUC ot (Lg/l.j) 242375 21875 30870
AUC o...(ug/l.j) 43286 32115 48036
AUMCq.. (ug/l.j.j ) 6531260,38 3830664 6113171,5
MRT - (j) 91 60 68
Vss (I/kg) 0,00528 0,00465 0,00353
Cl (mg/kglj) 5,77554E-05 7,78446E-05 5,2045E-05

Az: constante d’élimination d’ordrel

t12 (j) : temps de demi-vie

Trmax (j) : temps de la concentration maximum

Crmax (1g/1) : concentration maximum

AUC (., (1g/.j): aire sous la courbe

AUMC,., (ng/l.j): Moment d'ordre 1 de la courbe des concentrations en fonction du temps
MRT o, (j): temps de séjour moyen (Mean Residence Time)

Vss (I/kg): volume de distribution & 1’état d’équilibre

Cl (mg/kg/j): clairance totale

Les résultats des plombémies ont révélé une grande variabilité individuelle pour les
animaux des deux lots. Les conséquences de I'exposition a une substance varient d'un individu a
I'autre (Adamou, 2008) et les caractéristiques individuelles modulent le devenir des substances
dans l'organisme (toxicococinétique (TK)). A travers la comparaison des parametres individuels
on a pu constater que, trois animaux sur cing du lot Pb (n°2, n°12, n°13) et deux animaux sur

trois dans le lot co-exposé (n°7 et n°14) ont présenté des Cnax @ la derniére semaine de
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I’exposition (Tmax). Par ailleurs, la plombémie a atteint un pic dés la premiere semaine
d’exposition (Tmax) chez la brebis n°8 (Lot Pb+Cd).

Le pic de concentration refléte un point d’équilibre entre les phases de 1’absorption et la
phase de 1’élimination, sachant que dés la phase de 1’absorption, une fraction du Pb est déja
éliminée. Tmax est le temps nécessaire pour obtenir la plombémie maximale et reflete
approximativement la phase de 1’absorption. Sur les graphiques de 1’évolution des plombémies
individuelles apres adaptation en coordonnées semi-log et lissage, le pic est remplacé par un

plateau (Figure 38).

Az est une constante d’élimination correspondant a la pente de décroissance terminale, sa
valeur est estimée par régression linéaire en utilisant au moins le logarithme des 3 derniéres
concentrations mesurées en fonction du temps. Cette constante d’élimination d’ordrel est
proportionnelle a la concentration plasmatique du Pb, & la clairance et inversement

proportionnelle aux t;,, MRT et au volume de distribution Vss.

La valeur de cette constante est faible dans les deux lots. Quand il s’agit d’'un ETM
comme le Pb, la phase de I’élimination est trés lente. Ceci est d0 au caractere cumulatif du Pb et

sa persistance dans I’organisme.

Il est & noter que Az est utilisée pour calculer le ty/, par I’équation :

_ Ln(2) _ Ln(2) Vs
ti2 = L (1)

Ln (2) = 0.693

Les temps de demi-vie (ty,: temps nécessaire pour que la plombémie décroisse de
moitié) sont variables entre les animaux du méme groupe. Ce paramétre est le plus classiqguement

utilisé pour quantifier 1’élimination ou la rémanence du Pb dans I’organisme.

La brebis n°1 a révélé une demi vie la plus grande (46j) et la brebis n° 15 la demi vie la
plus petite (26j) dans le lot Pb. La brebis n°7 (lot Pb+Cd) a révélé un ty/, le plus important (82))

de tous les animaux des deux lots.
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Quand le temps de ty/, est faible le Pb s’¢limine rapidement et ne persiste pas longtemps
dans I’organisme. Au contraire, quand ty;, est grand cela traduit une élimination faible et par

conséquent un temps de séjour (MRT) grand.

Pour rendre compte du véritable niveau d’exposition chez les brebis, la regle linéaire des
trapézes a éte utilisée pour le calcul du premier moment statistique So (AUC: Area Under the
Curve versus time) qui correspond a I’aire ou la surface sous la courbe des plombémies, refletant

ainsi la quantité de substance ayant atteint la circulation systémique.

AUCy.; du temps zéro jusqu’au temps ‘n=203 jours’ de la la derniére concentration
mesurable (AUCH) est calculée par la methode linéaire des trapézes dans la portion ascendante du
profil des concentrations par I’équation suivante ou C; est la concentration mesurée au temps t; et

t, est le temps correspondant a la derniére concentration mesurée:

AUC, = Z(Ci + Ci_1) (&G — ti—y) @
i=1

2

L’exposition totale des brebis est estimée par I’AUC extrapolée a [D’infini (AUCy..),
correspondant a la somme de I’AUCy.t et I’AUC a5t (EXtrapolée). Cette derniere correspond a la
derniére concentration plasmatique mesurée divisée par la constante de vitesse terminale
d’élimination (ke= Az).

Ciast
AUClgi—o = ;Zs (3)

AUC., est calculé par 1’équation:

AUCy_ o = AUC,_, +C1T‘Z“ 4)

L’AUC extrapolée a l'infini est inversement proportionnelle a la clairance d'élimination
(CL).

Bien que les écarts-types associés & AUCy:, AUC.,, soient importants, les brebis
traitées ont présenté des valeurs moyennes AUC,.; et AUC.., élevées. Cela s’explique par les
plombémies élevées déterminées lors de ce travail, et la période de I’exposition assez longue

notamment chez le lot Pb.

125



Partie Expérimentale Discussion

Il faut noter cependant, I’importance des écarts-types qui avoisine le quart de la valeur de
1’AUC, soit un coefficient de variation de 26.8% et de 19,86 % respectivement chez le lot Pb et
le lot co-exposeé. Cette variation interindividuelle est due certainement au comportement
métabolique propre a chaque brebis. L’AUC permet une description précise pour chaque sujet,
méme si la variabilité interindividuelle des paramétres estimés est grande (Azzopardi et al.,
2011).

Le deuxiéme moment statistique représente la surface sous la courbe des moments
statistiques, S; (AUMC: (Area Under the first Moment of the Concentration versus time curve).
La fraction extrapolée est obtenue par 1’équation:

tTlCTl C1'1

AUMCy = » t (5)
Z

Les valeurs des AUC et AUMC servent au calcul du MRT (Mean Residence Time). Ce
parametre se calcule a partir du profil des concentrations en fonction du temps obtenu suite & une
administration intraveineuse du Pb sur un temps d'infusion ti, par I’équation:

AUMCO—OO Cinf

MRT = - 6
AUC, ., 2 (6)

Le calcul du MRT est un autre moyen de mesurer le temps passé par le Pb dans tout
I’organisme. Il prend donc en compte 1’ensemble des processus cinétiques et refléte la vitesse de
I’absorption globale. Le MRT individuel varie dans le lot Pb du plus faible chez la brebis n°15
(32.5j) au plus élevé révelé par la brebis n°1(49j). Les brebis du lot co-exposé ont révélé un
MRT le plus élevé notamment chez la brebis n° 7 (91j). Le MRT est proportionnel au ty/, et

inversement proportionnel a la clairance.

Ainsi on pourra également estimer le volume de distribution total apparent du Pb

(Vss) par 1’équation :

Dose . AUMC
Vs = YT = CL.MRT (7)

Le volume de distribution (Vss) permet d’apprécier la diffusion du Pb dans 1’organisme,
sa valeur est inversement proportionnelle a la concentration sanguine. Plus ce volume est
important, plus le xénobiotique se distribue dans les tissus; plus il est petit, plus la substance va

rester dans le compartiment sanguin (Schorderet et al, 1989 ; Jianghong et al., 2014).
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Etant données les valeurs faibles de Vss, cette analyse a révélé une distribution étroite et
limitée du Pb a I’intérieur de 1’organisme. Ceci s’explique par I’absence d’affinité du Pb pour le
tissu adipeux, il demeure en grande partie dans la circulation sanguine avant d’étre réparti entre
les tissus mous et durs. C’est le cas des substances possédant une affinité pour les constituants
sanguins (proteines et globules rouges). La distribution faible du plomb explique les plombémies

élevées durant les traitements métalliques chez les deux lots.

L’¢limination du Pb s’effectue généralement via plus d’un organe, qui sont tous reliés
par le systéme sanguin, la clairance (Cl) totale doit donc étre égale a la somme des clairances des
différents organes. Ce parametre est calculé par I’équation :

D Vs

Cl= = 8
AUCy_o, MRT ®)

Cl permet de quantifier la capacité de I’organisme a éliminer le Pb. La détermination des
parametres toxicocinétiques a révélé des Cl faibles chez les deux lots, ce qui explique une
élimination faible du Pb. La distribution trés étroite ainsi que les AUC et MRT importants

expliquent les faibles capacités d’épuration de 1’organisme.

Les valeurs moyennes et écart-types des parameétres toxicocinétiques relatifs aux deux
lots sont rassemblées dans le tableau n°14.

Le calcul des moyennes des parametres toxicocinétiques dans chaque lot et la
comparaison entre les deux lots ont montré qu’en dépit de la différence du temps d’exposition, la

cinétique du Pb a été modifiée par la présence du Cd.

Notons que, Az est plus faible (p<0,05) dans le lot co-exposé comparativement au
lot Pb (0,0097+ 0,0013 I/j vs 0,0215+0,0043l/j). Ceci suggére que le Cd prolonge
la persistance du Pb dans I’organisme. Nous avons constaté qu’en présence du Cd
la valeur moyenne du t;, a doublé (34 £7,8j vs 72,5+9,5j) P< 0,005 et la durée moyenne
du MRT est plus élevée P<0,05 chez le lot co-exposé (73 +16.5) vs 42 +6.4 j), malgré

un temps d’exposition plus court.

127



Partie Expérimentale

Discussion

Tableau 14. Paramétres toxicocinétiques (Moyennes + Ecart types) chez les deux lots

traités
Parametres Lot Pb Lot Pb+Cd
Az (1)) 0,0215+0,0043 0,0097+ 0,0013
t12 (1) 34 +7,8 72,549,5
Tmax () 112+9,9 40 +28,29
Crmax (1g/1) 637,8+183 473,33+80,9
AUC o (ug/l.j) 55089 +14747 25661+4663
AUC o, (pg/lj) 58863 +15389 4114648173
AUMCo... (Hg/l.j.j) 6024777+1773669 5491698,5+1453608
MRT o (j) 42+6,4 73+16,5
Vss (I/kg) 0,0019 + 0,00038 0,0049+0,00089
Cl (mg/kglj) 0,0000457+ 0,000012 0,00006250,000014

2. Analyse non compartimentale durant les 9 semaines d’exposition et comparaison
entre les deux lots Pb et (Pb+Cd)

Une analyse non compartimentale des 9 premiére semaines de I’exposition aux sels

métalliques a été réalisée chez les brebis des deux lots. L’évolution des plombémies est illustrée

en coordonnées semi-logarithmiques par les figures 39 et 40 pour les deux lots Pb et (Pb+Cd)

respectivement. Les parametres toxicocinétiques sont présentés dans le tableau n°15 pour le lot

Pb et dans le tableau 16 pour le lot co-exposé.
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Figures 39. Evolution des plombémies individuelles (exprimées en pg/l) présentées

en coordonnées semi-logarithmiques chez les brebis du lot (Pb) pendant les 9 semaines de

I’exposition.
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Tableau 15. Paramétres toxicocinétiques chez les brebis du lot Pb aprés 9 semaines

d’exposition.
Paramétres Animaux du Lot Traité au Plomb
N° 1 N°2 N°12 N°13 N°15
Tmax () 28 49 63 63 7
Crax (ng/l) 420 400 543 463 233
AUC o.¢ (ng/l. j) 15879,5 152215 183155 159145 10969
Vss (I/kg) 0,00533206 0,00382636 0,01284949

Aprés 9 semaines d’exposition,

I’évolution des plombémies réveéle une phase

dynamiques de croissance, 1’absorption et la distribution peuvent étres décrites par 1’analyse; la

phase de 1’élimination est négligeable. Les paramétres relatifs aux capacités de 1’épuration de

1’organisme (Az, ti2, Cl) ne feront pas 1’objet d’une description analytique.
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Figures 40. Evolution des plombémies individuelles (exprimées en ug/l) présentées

en coordonnées semi-logarithmiques chez les brebis du lot (Pb+Cd) pendant les 9 semaines
de I’exposition.

Le volume de distribution (Vss), parametre caractérisant la distribution ne peut étre
calculé chez les brebis n°12 et 13 du lot Pb et les brebis n°7 et 14 du lot (Pb+Cd) (Figures 39,40)
pour les raisons suivantes: comme 1’¢limination est infime pendant cette période, il y a moins de
3 points a la phase terminale (la phase log-linéaire de décroissance terminale des concentrations
est inexistante), en outre, la tendance ascendante de 1’évolution des concentrations révélée a la

phase terminale. Néanmoins, la comparaison entre les deux lots peut toucher ce parametre.
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Tableau 16. Parametres toxicocinétiques chez les brebis du lot (Pb+Cd) apres 9

semaines d’exposition

Parametres Animaux du Lot traité aux Pb+Cd

N°6 N°7 N°8 N°9 N°14
Tmax () 28 56 7 35 56
Crnax (Hg/l) 1025 566 417 548 437
AUC o+ 35185,5 15725,5 13713 225575 16548
(ng/l. j)
Vss (1/kg) 0,00066482 0,00313828 0,00186983

La comparaison entre les parameétres toxicocinétiques (Moyennes et Ecartypes) calculés
chez les deux lots (tableau. 17) révele un changement dans le devenir du Pb dans 1’organisme
quand il est combiné au Cd, mais sans signification statistique (P>0,1). Chez le lot co-exposé la

Cmax est plus grande que chez le lot Pb et ce pic a été atteint plus tét (Tmax) que chez le lot Pb.

La distribution du Pb chez le lot co-exposé est plus étroite comparativement au lot Pb,
ceci suggere des interactions entre les deux ETM au niveau des sites de fixation tissulaires. Le

Cd empéche la distribution du Pb au niveau des tissus et favorise sa persistance dans le sang.

Les AUC; élevées chez le lot co-exposé sont le reflet d’une exposition totale plus
importante que chez le lot Pb. Il faut noter que la méme dose ne conduit pas aux mémes
expositions. En plus de la variabilité individuelle influengant le devenir du Pb a I’intérieur de
I’organisme, il existe des variations exogenes liees notamment aux interactions entre les deux

ETM, c’est le cas de la co-exposition Pb+Cd.
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Tableau 17. Parameétres toxicocinétiques chez les deux lots de brebis traités Pb et

(Pb+Cd) aprés 9 semaines d’exposition (MoyennestEcartypes).

Parametres Lot Plomb Lot Plomb-Cadmium
Tmax (1) 42424 36,4+21

Crmax (Hg/l) 412+102 598,6+247
AUC .t (1g/l.j) 15260+2672 2074648719

Vss (I/kg) 0,007336+0,004834 0,001891+0,001237

Les valeurs moyennes de I’AUC (.; calculées chez les deux lots traités sont supérieures
aux valeurs trouvées par Mehennaoui (1995), 5940+1487j/ug/l et 25674663 j/ug/l
respectivement, chez des brebis exposées au Pb et co-exposées aux Pb+Cd. Cet auteur a mené
I’expérimentation sur des brebis lactantes. Notons que le Cd semble augmenter I’excrétion du Pb
par le lait (Mehennaoui., 1995). Toutefois, cela ne porte pas des changements aussi importants,
sachant que I’excrétion du Pb par le lait est de I’ordre de 0.1% de la dose totale administrée
(Humphreys., 1991; Mehennaoui et al., 1997 ; Picot., 2010). Il faut noter, d’une part la durée de
I’exposition de 52j (Mehennaoui et al., 1997) est inférieure & la durée de 9 semaines d’exposition
de cette étude et d’autre part, ce sont en effet les plombémies élevées déterminées chez les brebis

traitées pendant ce travail qui ont favorisé les grandes AUC calculées pendant cette analyse.

Nous suggérons que 1’exposition importante chez le lot co-exposé est liée aussi aux
Iésions rénales (La néphropathie) décelées par 1’étude anatomopathologique des reins des
animaux morts. Une Iésion rénale, méme minime, tendra a favoriser une accumulation tissulaire

du Pb (Caubet et al., 1999) par une diminution de la filtration glomérulaire.

133



Partie Expérimentale Discussion

Conclusion : L’analyse non compartimentale a permis la description quantitative des
différents mécanismes intervenant in vivo entre 1’administration du Pb et son élimination. Cette
approche a permis aussi une description optimale des courbes de concentrations en Pb en
fonction du temps et de déterminer les parametres toxicocinétiques descriptifs du devenir du Pb
administré par voie orale d’une fagon réitérée chez les brebis. A travers le calcul de ces
paramétres d’abord individuels, puis relatifs au lot, nous avons pu apprécier le degré
d’exposition des brebis dans les deux lots, notamment par le calcul des AUC, MRT, ty, et Cl.
Ces parametres ont montré que le Pb demeure longtemps dans 1’organisme et que son

élimination est trés faible.

La cinétiqgue du Pb qui montre une augmentation des plombémies apres arrét du
traitement, nous laisse considérer les concentrations sanguines comme la résultante de deux
voies d’expositions de ’organisme au Pb: la voie exogéne et la voie endogene (Suite a la

mobilisation du Pb stocké dans les différents organes).

Cette synthése opératoire nous a permis par la structure la plus simple imaginable,
d’interpréter les relations plombémies/temps et aboutir a une formulation des variations des
concentrations circulantes du Pb pour la dose prédéfinie en fonction du temps. Le calcul des
AUC chez les deux lots traités, durant les 9 semaines et les 17 semaines d’exposition a la dose
sublétale prédéfinie de Pb a révélé une proportionnalité durée d’exposition /exposition

plasmatique

En outre, le Cd a constitué une source de variabilité de la relation dose-concentration et
concentration-exposition. Une méme dose de Pb ne conduit pas aux mémes expositions quand il

est associé au Cd.
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V.  Evaluation du profil Cadmiémie/Temps

Le Cd pose un vrai probléme de toxicité du fait que ce ne soit pas un élément
indispensable a I'organisme mais qu'il soit électrophile, qu'une fois absorbé, il ne subisse aucune
dégradation métabolique et que par sa forte rétention dans l'organisme il soit trés faiblement

éliminé résultant en une longue demi-vie biologique (Bonet, 2011).

La dose choisie, 2 mg/kg/j pour une administration réitérée et prolongée correspond a

I’ingestion de deux kilos de fourrage contaminés contenant de 40 mg/kg de Cd.

Le cadmium est un toxique cumulatif : I’élimination trés lente du produit explique
I’évolution progressive des manifestations pathologiques, méme apres 1’arrét de 1’exposition
(Faiz, 2011). Etant donnée, la stabilité du dosage du cadmium sanguin total apres plusieurs mois
d’exposition (Falcy, 2013), la cadmiémie est un indicateur d’imprégnation récente des 3 a 4
derniers mois, également de la charge corporelle aprés arrét de 1’exposition. La surveillance
biologique basée sur le cadmium sanguin reflete la vitesse d'augmentation de la charge

corporelle en cadmium (Qian et al., 2013).

I est difficile d’évaluer la concentration a effet et la concentration sans effet pour le
cadmium. Selon (Mehennaoui, 1995), la posologie susceptible d’entrainer des manifestations
cliniques est difficile a fixer avec précision chez les ovins. Chez I’homme, le niveau au-dessus
duquel les premiers effets se produisent est inconnu et les effets a des niveaux d'exposition
relativement faibles, ne sont pas bien établis (Faiz, 2011). Selon Bampidis et al. (2013), un
apport de 5 mg de cadmium/ kg d’aliment est supposé étre le seuil auquel I’expression clinique
est le plus susceptibles d’étre constaté chez la plupart des espéces animales domestiques. La
toxicité de ce métal varie en fonction de la voie d’administration, de la forme chimique et de la
durée d’exposition. Dans ce travail, le Cd a été administré sous forme de chlorure, avec I’oxyde
cette forme représentent les composés les plus hydrosolubles, ce qui rend facile leur absorption
(Faroon et Ashizawa, 2012). Il faut noter que contrairement aux éléments essentiels tels que le
Zn dont I’absorption intestinale peut atteindre 50%, le transport du Cd a partir de la muqueuse
intestinale vers la circulation sanguine est beaucoup moins important (environ 1%) (Phillips et
al., 2005).

Chez les ruminants un apport alimentaire supérieur a 30 mg Cd/kg a provoqué de
I’anorexie, une croissance faible, une diminution de la production laitiére et des avortements

(Bampidis et al. 2013). Le mouton est le mammifére de ferme le plus sensible a
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I’empoisonnement par le Cd. Un retard pondéral (20 %), soit I’indicateur le plus sensible, a été
enregistré chez cette animal aprés administration d’une dose orale quotidienne de cadmium de
1,87mg/kg P.V (Doyle et al., 1974). Reis et al. (2010) ont décrit des symptomes liés a
I’exposition au Cd par apport alimentaire supérieur a 40 mg /Kg, les moutons ont présenté une
parakératose, 1’anorexie, une diminution du gain de poids et une atteinte testiculaire chez les

males.

Toute fois un seuil minimal de toxicité ou maximal de tolérance pour des concentrations
alimentaires en Cd ne peut étre estimés avec précision puisque la cinétigue du Cd est
significativement influencée par les interactions avec des apports alimentaires en éléments
essentiels (Zn, Cu, Fe et Ca) (Bampidis et al. 2013). Ainsi, dans certains cas, des concentrations
de Cd inférieures a 1 Mg / kg dans I'alimentation ou l'eau potable a induit des effets indésirables
chez les animaux. Une insuffisance fonctionnelle rénale, hypertension, perturbation du

métabolisme minéral et une dégénérescence aigué des villosités intestinales (EFSA, 2004).

Les animaux traités n’ont pas présenté de signes cliniques liés a 1’exposition au Cd, sauf
chez le lot co-exposé qui a manifesté des signes relatifs au traitement combiné (Pb+Cd) (cités
précédemment). Houpert et al. (1995) n’ont pas observé de manifestations toxiques chez le
mouton avec une posologie de 2 mg/kg pendant 21 jours, suivie de 1.5 mg/kg pendant 19 jours.
Par ailleurs avec des posologies de 4 mg/kg de sulfate de cadmium pendant 8 jours Stoev et al.
(2003) ont noté des signes cliniques chez les moutons traités. Au bout de 4 jours
d’administration, les animaux ont présenté une perte de I’appétit et une soif intense. Une atonie
du rumen, une tachycardie et une respiration accélérée et difficile ont été observés. En plus, une
douleur a été révélée a la palpation pression au niveau des reins. Enfin les féces étaient molles
avec une odeur fétide. Les signes avaient persisté jusqu’a 30 jours d’expérimentation, néanmoins
ils devenaient moins prononcés durant les derniers jours. Selon Qian et al. (2013), des rats
traités au chlorure de Cd a des doses différentes mais inferieure a 1.225 mg/kg P.V n’avaient pas

montré de différence de poids comparativement aux témoins.

Pendant ce travail, Les concentrations sanguines en Cd chez les deux lots traités ont
augmenté d’une fagon modérée durant les 4 premicres semaines, les concentrations obtenues
¢taient de 1.4 + 0.81 pg/l a 5.88 = 2.17pg/l chez le lot Cd et chez le lot Pb+Cd de 2.54+1.16 a
8.4+ 3.37ug/l. Ces résultats étaient proches de ceux obtenus par (Houpert et al., 1994).
L’évolution croissante des cadmiémies avait atteint un pic au bout de la 5™ semaine 43.6+5.73

ng/l chez le lot Cd et 46.84+9.6 ug/l chez le lot co-exposé. A la 6°™ semaine une baisse a été
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notée, le niveau restait plus au moins stationnaire le reste de la durée a savoir 15 semaines
(pendant laquelle les dosages ont pu étre effectués). Les cadmiémies évoluent vers la hausse en
suivant I’administration ou I’apport exogeéne (Lane et al., 2015). Qian et al. (2013) ont constaté
que I’augmentation des niveaux du Cd dans le sang, les urines et dans les tissus mous est dose-

dépendante.

Une supplémentation quotidienne de 15 mg de Cd a des taurillons (Holstein) avait
provoque une hausse des concentrations sanguine en Cd de 21 + 0.85 pg/l, comparativement a

10 + 0.46 pg/l déterminée chez les témoins (Lane et al., 2015).

Selon Houpert et al. (1997), chez le mouton, I’augmentation des cadmiémies apres
traitement est variable. Ces auteurs ont rapporté qu’une administration par voie orale du chlorure
de Cd (25mg/kg sous forme de gélules) a donné des concentrations sanguines en Cd allant de 2.5
a 80 pg/l.

Nos résultats sont proches de ceux révélés par des prélevements sur des vaches issues de
différentes zones non polluées (n=30) en Inde ; la moyenne des concentrations sanguines de Cd
était 28 pg/l (allant de ND a 50 pg/l), néanmoins inférieures aux concentrations de Cd
déterminées chez des vaches élevees a cOté d’une fabrique d’acier (n=46). La moyenne des

concentrations était de 127 pg/l1 (allant de ND a 410 pg/l); ¢’était les cadmiémies les plus élevées

relevées chez des ruminants dans des zones polluées (Patra et al., 2006).

Le méme groupe de chercheurs avait rapporté dans des travaux complémentaires une
moyenne de concentrations sanguine de cadmium de 230 pg/l (entre 90 et 410 ug/l), chez des

vaches adultes élevées a coté d’une usine de transformation d’acier.

Nos résultats sont superieurs a ceux déterminés au cours d’une étude réalisée par
Lopez Alonso et al. (2000), afin d’évaluer les niveaux d’expoition au Cd du cheptel bovin en
Espagne (Galicia) en se basant sur la détermination du Cd sanguin chez des veaux n= 438 ( de 6
a 10 mois) et des vaches n= 56 (de 2 a 12 ans). Les cadmiémies déterminés étaient 0,361 pg/kg
(de ND a 17,2ug/kg) chez les veaux et 0,449 pg/kg (de ND a 1,65ug/kg) chez les vaches. Les
résultat obtenus étaient inférieurs a ceux déterminés en Australie, aux USA et a certain pays de
I’Europe. L’étude a été réalisée chez des bovin en bonne santé, ¢levés en zones non contaminges,
sachant que les concentrations sanguines de Cd de plus de 50% des animaux analysés étaient

situées au dessous de la limite de détection.
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Durant une administration orale de chlorure de Cd chez un 1* groupe de rats d’une dose
de 50 mg/kg d’aliment et chez un 2°™ groupe une dose de 200 mg/kg d’aliment, pendant 13
semaines, Noél et al. (2004) ont noté a la 8™ semaine d’exposition, une augmentation de la
moyenne des concentrations sanguines pour atteindre 41+10ug/l chez le 1% groupe et 137+
26pg/l chez le 2°™ groupe, puis un déclin des concentrations & la 13°™ semaine chez les deux

groupes.

Chez des rats exposés au chlorure de Cd, Qian et al. (2013) avaient obtenu les
concentrations sanguines en Cd de 128,63 + 8,71 ug/l pour la dose de 0,306 mg/kg P.V, 210,72
+ 11,64 pg/l pour la dose de 0,612 mg/kg P.V et la concentration de 313.25 + 28,81 pg/l pour
une dose de 1,225 mg/kg P.V comparativement aux témoins qui avaient une moyenne de 0,50 +
0,04 pg/l .

L’ exposition au Cd n’est pas toujours associée aux cadmiémies élevées, Miranda et al.
(2001), ont rapporté des concentrations sanguines en Cd similaires chez des génisses des zones
industrielles et rurales (Espagne), les résultats étaient respectivement (0,40 pg/l; de ND a 1,91
pg/l) et (0,40 pg/l; de ND a 2,25 pg/l). Des concentrations de 0,37 pg/l et de 0,45 pg/l ont été
déterminées par Lopez et al. (2000) chez des génisses et vaches dans des régions non polluées
(Galicia: Espagne); les animaux ne présentaient pas de signes cliniques relatifs a un

empoisonnement par le Cd.

Par ailleurs, notons qu’un déficit alimentaire en éléments traces essentiels, sans
supplément exogene pourait avoir un effet positive sur 1’absorption du Pb et Cd ainsi que leur
toxicocinétique. L absorption intestinale des métaux divalent comme Pb et Cd est facilitée par le
transporteurldivalent metal, une diminution dans I’apport en Fe, en Ca et en Zn est correlée a
une augmentation en transporteurl, ce qui favorise une absorption accrue du Pb et Cd (Sabath et
Robles-Osorio, 2012). Le statut nutritionnel en éléments essentiels influence fortement
I’absorption gastrointestinale du Cd, son excrétion et sa retention au niveau des tissus et les
concentrations sanguines en Fe , Zn et Ca sont négativement corrélées aux cadmieémies
(Madeddu et al., 2011).
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VI. Hématotoxicité

L’accumulation du Pb et du Cd dans différents organes et tissus causent de nombreux
changements métaboliques et histologiques notamment des dommages membranaires. Ces deux
éléments traces inactivent divers systémes enzymatiques par fixation sur les groupes SH
(mécanisme thioloprive) ou par déplacement d'autres métaux, d'ou la diversité de leur effets. Au
plan hématologique, I’anémie est une manifestation classique de I’intoxication chronique au
plomb. A dose d'exposition faible mais prolongée, le Pb et le Cd portent essentiellement sur
I'érythropoiese et I'hémoglobinogénése (inhibition de la synthese de I'heme) (Ognjanovic et al.,
2008; Lane et Canty, 2012) . Pour évaluer la toxicité des mélanges de métaux a des niveaux trés

bas, la détermination des parametres hématologiques s’avére éfficace (Gensheng et Bruce, 2008).

Dans notre étude, a partir de la 8™ semaine, le lot co-exposé au Pb+Cd a révelé une
paleur des muqueuses correspondant a une anémie. Les frottis sanguins de deux brebis (n° 6 et
n° 9) ont révélé la présence de poikilocytes (Acanthocytose) (Figures. 21). L’anemie induite par
le Pb résulte premiérement du trouble de la synthése de 1’héme par inhibition enzymatique et

deuxiement de la diminution de la durée de vie des erythrocytes.

(a) (b)

Figures n°21. (a) Frottis snguin normal (avant exposition). (b) Globules rouges déformés

avec spicules et projections de la surface (poikilocytes /Acanthocytose) (Brebis n°6) (X100).

Le plomb interfere avec la synthese de I'héme en inhibant la déshydratase de I'acide delta-
aminolévulinique (ALAD), la ferrochelatase, I'neme synthétase et, a un moindre degré, la
coproporphyrinogéne décarboxylase. L'ALAD est tres précocement inhibée: la diminution de son
activité est déja decelable alors que la plombémie est inférieure a 100 pg/L  (Bismuth, 2000 ;
Schwartz et al., 1990 ; Patil et al., 2006).

La diminution de la durée de vie des erythrocytes est due principalement a la grande
fragilitt membranaire (Randa et al., 2012). La fixation du plomb a des groupements thiols et

phosphates des membranes entraine une augmentation de la fragilitt membranaire et une
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modification de la perméabilité. Cet effet, accompagné d’une inhibition du transport actif par
inhibition de I’ATPase Na+/K+ dépendante membranaire qui entraine une accumulation de K+
intracellulaire, ce qui agit sur la viabilité des érythrocytes (Goyer, 1993 ; Bonnard et al., 2006).
Ognjanovic, et al. (2003) ont rapporté que la fragilité membranaire des érythrocytes est due aussi
a la perte de la fonction membranaire par une peroxydation des lipides de la membrane et
augmentation de la concentration en peroxyde lipidique. Ils ont rapporté aussi que les dommages

oxydatifs des érythrocytes et I’anémie ont été induits par un traitement au Cd chez les rats.

Terayama (1993) a spéculé que la diminution de la teneur en acide sialigue membranaire
et la déformation des globules rouges induisent une diminution de la durée de vie des
érythrocytes dans I’anémie causée par I’exposition au Pb. Il a également été rapporté que le
squelette de la membrane érythrocytaire est d'abord altéré par I'exposition au Cd chez le rat, suivi
par une déformation des cellules, favorisant ainsi I'hémolyse intrasplénique entrainant une
anémie (Hamada et al., 1998). Les auteurs cités précédemment ont suggéré qu’une baisse des

valeurs de I’hématocrite chez les rats traités au Pb et au Cd est un indicateur de I’hémolyse.

Le plomb peut provoquer aussi une hyperstimulation de 1’érythropoiése objectivée par
des érythroblastes de tailles variable avec des anomalies nucléaires, d’ou une production accrue
d’érythrocytes anormaux (Goyer, 1993 ; Bonnard et al., 2006). Hans et al. (1999) ont décrit que
I’accumulation du Pb dans les érythrocytes, interagit avec les différentes étapes de la synthese de
I'hémoglobine et inhibe 1’activité de la ferrochélatase. Cette enzyme catalyse 1’incorporation du
fer dans le noyau de porphyrine pour former I’héme. Son inhibition contribue au développement
de I'anémie et entraine une augmentation de la concentration des protoporphyrines dans les
érythrocytes.

Etant donné tous ces changements et altérations, il est prévisible que le Pb et le Cd soient
a l’origine de I’anémie. L’évaluation des effets hématologiques a révélé une diminution
significative de la concentration de Hgb et notamment du taux de I’Hct spécialement chez le lot
co-exposé sachant que les doses administrées sont sublétales. Selon Danel (1997) la
détermination de ces deux parametres est un reflet indirect d’une imprégnation saturnine et
traduit le degre¢ de I’altération hématologique, ce sont deux tests interessants lors d’une

intoxication chronique

De nombreuses études conduites chez les bovins et les rats avaient comme résultat, des
effets hématologiques suite a une exposition a des doses faibles de Cd comparativement a une

exposition a des doses fortes, sachant que la durée de 1’exposition est cruciales pour 1’apparition
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de ces dommages, qui peuvent mener a une anemie (Lane et Canty, 2012). Kostic et al. (1993).
Le Pb ralentit le transfert du fer nécessaire a 1’élaboration de 1’héme (Perrin, 2007; Portier,
2012), et I’anémie induite par I’ingestion de Cd semble résulter également d’une réduction de
I’absorption intestinale de fer (entrant dans la composition de I’héme des érythrocytes) par une
diminution du niveau du fer dans le sang spécialement chez les sujets dont 1’apport alimentaire
en fer est faible. En effet cette anémie se corrige lorsqu’on apporte un supplément de cet élément

a la ration des animaux exposeés (Faroon et Ashizawa., 2012).

Plusieurs études avaient pour opinion que la baisse des valeurs de 1’hématocrite lors de
I’hémolyse chez les rats exposés au Cd indiquait une destruction des érythrocytes (Hamada et
al., 1998 ; Pratap, 2014).

Lors de ce travail, dés la premiére semaine de 1’exposition aux sels métalliques, les
moyennes des deux parametres Hgb et Hct ont montré une baisse chez les trois lots. Des
résultats similaires ont montré une réduction du niveau de I’Hgb et du taux de Hct chez des rats
traités avec de 1’acétate de Pb. Et que I’hémolyse est considérée comme le résultat final de 1’effet

néfaste du Pb sur les globules rouges (Pratap, 2014).

Cette baisse a atteint a la derniére semaine son niveau le plus bas 6.4 g/dl pour 1’Hgb
chez le lot co-exposé. Chez le méme lot et pendant la méme période, 1’évolution de 1’Hct a
révélé des taux encore plus bas, une réduction nette des valeurs moyennes (24%)

comparativement a celle déterminée chez les témoins.

Ces données suggerent que 1’effet combiné des deux éléments traces sur les marqueurs
hématologiques est plus important (P<0,001) que leurs effets quand ils sont administrés
séparément. L’administration concomitante des deux éléments peut étre incriminée pour ces
effets hématologiques, et compte tenu du caractere cumulatif de ces deux métaux au niveau du
rein, de la rate et du foie, I’activité hématopoiétique de ces organes pourrait étre supprimée
(Yuan et al., 2014) et causer indirectement I’anémie. Cette étude a mis en évidence un effet de
synergie entre les deux éléments traces sur les parameétres hématologiques. Les changements
notés durant ce travail peuvent étre attribués a 1’effet toxique direct des métaux lourds sur les

érythrocytes ou a un effet indirect visant les organes hématopoiétiques.

La période d’exposition de 17 semaines a des doses sublétales de Pb était suffisante pour

que cela provoque des effets et des changements décelables et mesurables chez les brebis.
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Une tendance a la baisse de I’Hgb et I’Hct pour des valeurs croissantes de plombémies et
de cadmiémies a été observée. L’évolution des deux paramétres a révélé une corrélation négative
avec les niveaux du Pb et du Cd. Cette correlation est forte dans le lot traité avec du Pb, r=-0,82
(P<0,001) pour I’Hgb et r=-0,80 (P<0,001) pour I’Hct. Chez le lot traité au Cd la corrélation est
moins significative, r=-0,49 (P >0,05) pour ’Hgb et r=-0,57 (P<0,05) pour I’Hct.

Dans une étude réalisée par Rodriguez-Estival et al. (2012), chez des ovins et bovins
dans une région d’une zone polluée en Espagne, les animaux avaient révélé des plombémies
élevées, néanmoins, les taux de Hct chez les deux espéces étaient augmentés (de 28 a 47%) chez
les veaux et (de 20 a 44% ) chez les moutons, sachant que normalement ce parmeétre avec
I’anémie décelée aurait été diminuée. Les auteurs avaient expliqué ce résultat qualifié
d’inattendu par le fait que 1’effet d'hormeése peut exister aussi chez les animaux exposés aux
ETM. Une régulation de 1’Hct s’est produite afin d’optimiser le transport de I’oxygene. Cette
augmentation de Hct chez les animaux exposés indiquait I’existence d’un mécanisme de

compensation afin d’améliorer la capacité du sang a transporter de 1I’oxygene.

La période de récupération avait révélé une amélioration chez les trois lots de brebis.
Apres retrait de 1’exposition métallique, les deux parametres commengaient a revenir aux
normes, pour atteindre au bout de deux mois et demi des valeurs physiologiques ; signe d’une
réversibilité du deésordre hématologique engendré par les traitements. L’évolution des valeurs
moyennes des parametres hématologiques durant cette période est en accord avec celle observée

par Mehennaoui et al. (1995).
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VII. Interaction Plomb/Cadmium-Eléments Essentiels

Les oligoéléments sont des substances qui, par leur présence ou leur action directe,
permettent dans l’organisme animal une activit¢ a dominante enzymatique. Les éléments
essentiels comme le Zn, le Cu et le Fe sont intimement liés aux processus oxydatifs et /ou
antioxydatifs. 1ls peuvent directement ou indirectement proteger les cellules des mammifeéres des

dommages oxydatifs (Moulis, 2010).

Les éléments traces ont un rble important et indispensable dans le fonctionnement
biologique normal des cellules, ils possedent quatre fonctions majeures : ils agissent comme
stabilisateurs, comme éléments de structure, éléments essentiels pour la fonction hormonale et

comme cofacteurs d’enzymes (Gagan et al., 2008 ; Soetan, 2010).

Ces éléments doivent faire partie de la ration des animaux au méme titre que les éléments
énergétiques, les matiéres azotées et les minéraux majeurs. En effet, tout déséquilibre de ces
¢léments peut provoquer, a partir d’un certain seuil, une perturbation du métabolisme qui sera a
I’origine de plusieurs maladies nutritionnelles graves comme la fragilisation osseuse, les troubles
digestifs, les troubles respiratoires (dyspnée), les troubles de reproduction (infertilité et rétention
placentaire), les troubles des téguments et des phanéres et une production insuffisante en lait
et/ou en viande résultant d’une croissance insuffisante et d’un amaigrissement des animaux

(Ismail et al., 2011).

Dans ce travail, la relation entre le statut du Zn et Cu dans le sang et I’exposition aux Pb
et au Cd a été évaluée. Comparativement aux témoins, 1’exposition aux métaux lourds, simple
ou combinée a provoqué une diminution significative des niveaux plasmatiques en Zn et Cu
durant les 5 premiéres semaines de traitement métallique. Ce changement a la baisse des taux
plasmatiques en ces deux éléments essentiels a persisté j'usqua la fin de I’exposition chez les

trois lots traités.

Nous avons également noté que 1’augmentation des concentrations métalliques sanguines
de Pb et Cd a provoqué une chute des concentrations plasmatiques en Zn et Cu, ce qui nous
laisse suggérer que I’existence d’une interaction antagoniste est possible, confirmée par la

corrélation négative entre 1’évolution des concentrations sanguines du Pb et Cd d’un coté et les
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concentration plasmatiques du Zn et Cu d’un autre coté. Une corrélation forte a été calculée dans
le lot traité au Cd, r =-0,76 (P = 0,001) pour le Zn et r = -0,84 (P<0,001) pour le Cu. Dans le lot
traité au Pb la corrélation est moins significative r = -0,37 (P > 0,05) pour le Zn et

r =-0,32 (P > 0,05) pour le Cu. Ce qui nous laisse suggérer que le Cd a un effet antagoniste
plus important que le Pb sur la cinétique des deux éléments essentiels. Ces résultats sont en
accord avec celles trouves par Patra et al. (2006) chez des bovins élevés sur une zone polluée par
le Pb et le Cd.

Toute fois, cette diminution a été trouvée plus importante chez le lot co-exposé (P<0,01),
ce qui suggere que le traitement combiné peut induire un effet synergique. Selon Wang et al.
(2011a), en outre de la toxicité individuelle de chague métal séparement, il existe un effet de
synergie evident du Pb combiné avec du Cd sur les modeéles de distribution de ces oligo-éléments
essentiels, qui peut étre lié a la gravité de la co-exposition. Ces auteurs ont noté que,
comparativement aux sujets traités par un seul métal, la co-exposition a provoqué un effet
synergique en diminuant significativement les teneurs en éléments essentiels chez les rats traités

simultanément au Pb +Cd.

I1 a été démontré qu’a la suite d’une exposition a des doses sublétales de Pb, des brebis
lactantes ont présenté des zincémies normales. En revanche les animaux qui ont recu du Cd en

supplément voient leur taux de Zn plasmatique baisser (Mehennaoui, 1995).

Plusieurs études avaient démontré que le Pb et le Cd peuvent interagir avec les éléments
traces essentiels. Cette interaction peut tenir place aux différentes phases de la cinétique, a
’absorption, & la distribution dans 1’organisme et a ’excretion des deux élements traces et au
niveau de la phase ou le Zn et le Cu assurent leurs fonctions biologiques (Noél et al., 2004).
Selon Barbier et al. (2005), comme les métaux lourds posseédent la capacité d’interférer avec les
transporteurs métalliques divalents du Zn?* et Fe?*, ils diminuent I’absorption intéstinale de ces
oligo-élements essentiels. Cette competition peut induire des déficits séveres. Selon Pizent et
al.(2003), une exposition chronique et modérée au Pb diminue les niveaux sériques en Zn, en Ca

et en Cu.

Ce processus de toxicite est complexe du fait que le Cd et le Pb utilise les voies
physiologiques dediées a plusieurs autres metaux indispensables a la cellule. Comme les ETM ne

possedent aucune voie d’influx qui lui soit propre, ils peuventt utiliser celles du Fe, de Ca ou de
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Zn, par exemple. L’interférence des ETM avec les éléments éssentiels peut causer une carence

secondaire de ces éléments.

De plus, comme ces toxiques sont difficilement excrétés, leur long temps de sejour dans
la cellule leur permet d’interferer avec de nombreuses proteines dépendantes de métaux
essentiels.

Le rble protecteur des éléments essentiel vis-a-vis de la progression de la toxicité
métallique comprend, I'activation ou l'inhibition des réactions enzymatiques, la compétition avec
les éléments toxiques au niveau des sites de fixation et par des modifications dans la perméabilité
des membranes cellulaires (Wang et al., 2011a).

L’exposition au Zn et au Cu diminue le satut cadmique de I’organisme (Ellis et al.,
1984 ; Lopeze et al., 2000). Le Zn est un élément protecteur vis-a-vis du Cd et il prévient les
effets inhébiteurs du Pb sur I’ALA-déshydratase érytrocytaire en favorisant la synthese de cette
enzyme pour laquelle il est indisponsable (Ellis et al., 1984). Selon Noél et al. (2006), un apport
nutritionnel suffisant en Zn a un effet marquant sur I’absorption, I’accumulation et la toxicité du
Cd. L’ajout de Zn, en plus de ’apport alimentaire semble favoriser 1’elimination corporelle du

Pb sans augmenter son excrétion par le lait (Mehennaoui, 1995).

Le statut des différents eléments essentiels dans I’apport nutritionnel peut influencer
I’évolution des toxiques dans 1’organisme. La ration des animaux de 1’expériementation avait
présenté des carences en éléments essentiels, notamment, en Zn et en Cu (carence primaire). Les
teneurs journalieres étaient de 39.4 mg/kg MS pour le Zn et une teneur de 7.4 mg/kg MS pour le
Cu. Ainsi, ces teneurs sont inférieures a I’apport recommandé (Zn : 50 mg/kg MS et Cu :10
mg/kg MS) (Arnaud, 2012) et I’effet protécteur de ces élément a été minimisé. Il faut noter
qu’un apport alimentaire en Cd de 5 a 30 mg / kg, diminue généralement la performance des
animaux en interférant avec l'absorption du Cu et du zinc, entrainant des symptomes

généralement associés a la carence en ces deux éléments (NRC, 2007).

Le foie est un organe important pour I’homeostasie des €léments essentiels notamment
le Cu et le Zn. L’exposition au Pb et au Cd peut provoquer des changements dans le stockage
hépatique de différents éléments traces essentiels (Noél et al., 2004). Par ailleurs, une régulation
a la hausse des transporteurs métalliques divalents suite a une ingestion chronique du Pb et du

Cd peut perturber I’homeostasie des éléments essentiels en illustrant ainsi I’interaction complexe
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entre les métaux lourds et les éléments essentiels (Min et al., 2008). Cet effet peut étre causé par
I’interférence du Pb et du Cd dans la synthése des protéines ou leur liaison avec certaines
protéines impliquées dans le transport des ions métalliques (Abdou et Newairy, 2006). Le Cd
partage les propriétés d’induction de la synthése de métallothionéines avec le Zn et le Cu (Noél

et al., 2004). Ces éléments sont en général mutuellement antagoniste.

Wang et al., (2011a) ont rapporté que I’exposition au Pb et au Cd induit une
augmentation de 1’excrétion urinaire du Zn et du Cu, causée par une défaillance de la réabsoption
tubulaire et a la diminution de la filtartion glomerulaire suite a la néphrotxicité liée aux métaux
lourds.

Des résultats obtenus par Noél et al. (2006) suite a leur travaux sur des cellules
¢épithéliales intéstinales exposées a long terme au Cd en présence d’éléments essentiels Zn, Cu et
Mn, décrivent ’effet inhibiteur du Zn et du Cu sur ’accumulation du Cd dans les cellules
épithéliales. Ce travail in vitro a confirmé I’interaction négative entre 1’accumulation du Cd et les

éléments essentiels.

Phillips et al. (2005), ont suggéré des interactions antagonistes a différents niveaux de la
cinétique entre le Cd et les deux éléments essentiels Zn et Cu chez le mouton exposé au Cd,

notamment son impact négatif sur I’absorption des deux éléments au niveau intéstinal.

Pendant notre travail, le retrait du traitement métallique pendant la période de
récupération a laissé observer une évolution progressive a la hausse des deux éléments essentiels
chez les trois lots exposés, ce qui confirme I’impact négatif de 1’exposition des deux ETM Pb et

Cd (doses et durée) sur la cinétique du Zn et Cu.
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VI11. Evolution Temporelle des Marqueurs Hépatiques

Parmi les organes qui accumulent le plus de Pb et de Cd chez toutes les especes sont le
foie et le rein. Le foie regoit par I’intermédiaire de la veine porte un grand nombre de molécules
issues de la digestion. Le Pb et Cd liés aux protéines de transport dans le sang sont décomplexés
dans le foie et deviennent hépatotoxiques. De plus, Les principales voies d’¢limination des

toxiques sont les voies hépato-biliaires et les voies rénales.

Un des objectifs de cette étude est d’évaluer I’effet d’une exposition orale et a long terme,
au Pb et au Cd seuls ou combinés sur la fonction hépatique chez le mouton, notamment

I’évaluation du rapport traitement métallique — certains marqueurs hépatiques.

L’aspartate aminotransferase (AST) est une enzyme largement distribué, se trouvant dans
plusieurs tissus et organes, avec une forte activité au niveau hépatique (Zimmerman et al., 1968).
Une augmentation de I’activité sérique de ’AST est un marqueur sensible des dommages
hépatiques (Meyer et Haryey, 1998 cité par Milinkovi¢-Tur et al., 2005). Autre test courant de
I’évaluation d'une agression hépatique, l'alanine aminotransférase (ALT), test sensible et
spéecifique de la cytolyse hépatique notamment chez les jeunes animaux (Braun et al., 1978 ;
Larry, 2004). Dans cette étude, le dosage des transaminases, indicateurs de la fonction hépatique
a été réalisé ; selon (Qian et al., 2013), c’est un examen trés fréquemment prescrit lors d’atteintes
hépatiques. Braun et al. (2010) considérent qu’en routine le glutamate déshydrogénase comme
étant le marqueur spécifique de 1’exploration hépatique le plus utilisé. Les autres tests,
phosphatases alcalines, bilirubine, sont moins sensibles. La gammaglutamyl- transférase (GGT),
est sensible mais manque beaucoup de spécificité, pouvant étre augmentée en dehors de toute
atteinte hépatique (Larry, 2004). Nous avons aussi déterminé le taux sérique des protéines
totales, de 1’albumine, des globulines et le ratio ALB/ GLB durant les trois périodes de

I’expérimentation.

Une augmentation modérée des niveaux des deux enzymes hépatiques (ALT, AST) a été
constatée dés le début du traitement chez les trois lots. Vers la fin du traitement I’évolution de la
moyenne en ALT sérique gardait une progression vers la hausse pour atteindre une augmentation
de 218% chez les deux lots traités au Pb et au Cd. Par ailleurs, I’augmentation de la moyenne
du niveau de I’ALT chez le lot co-exposé était plus significative (P<0.001), la valeur avait
augmenté de 253%. L’AST sérique a connu la méme progression, I’augmentation était de 149%

pour le lot Pb, de 186% pour le lot Cd et de 243% pour le lot co-exposé au Pb+Cd.
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Cette augmentation des marqueurs de ’atteinte hépatique tels que I’ALT et I’AST durant
la période d’exposition aux sels métalliques confirme les effets des deux éléments traces au
niveau des cellules hépatiques. Une corrélation positive entre 1’évolution des concentrations
plasmatiques des transaminases et les niveaux sanguins des deux ETM a été observée. Chez le
lot traité au Pb, r= 0,77 (P=0,001) pour I’ALT et r= 0,68 (P<0,01) pour I’ASTet chez le lot traité
au Cd r=0,60 (P=0,01) pour ’ALT et r=0,50 (P>0,01) pour I’AST, ce qui explique I’impact de

I’exposition aux deux ETM sur ’homéostasie des transaminases.

Plusieurs auteurs ont rapporté des résultats similaires chez différentes espéces de
mammiferes (Karmakar et al., 2000 ; Randa et al., 2012) apres des traitement métalliques (Pb,
Cd). Selon Kapaki et al. (1998) et Nabil et al. (2011), cette tendance vers la hausse dans
I’activité des enzymes hépatiques est spécialement due a la fuite des transaminases a partir du
cytosol hépatique vers la circulation. Les dommages induits par les métaux toxiques sont
fréguemment accompagnés par une augmentation de la perméabilité de la membrane cellulaire
hépatocytaire. Cette altération est induite par initiation d’une lipoperoxydation (peroxydation
lipidique) autrement dit 1’oxydation des acides gras polyinsaturés des phosphomembranes
lipidiques des hépatocytes. Une conséquence de cette activité radicalaire est la désagrégation des
membranes des hépatocytes dont les enzymes intracytoplasmiques entre autres les transaminases

vont se deverser dans le milieu extracellulaire (plasma sanguin).

Des résultats similaires de I’évolution des transaminases lors d’une exposition aux sels
métalliques ont été rapportés chez le rat par Abdou et Newairy. (2006) et Mehana et al. (2012).
Ces chercheurs ont confirmé que les dommages hépatocytaires notamment la cytolyse avait une
bonne correlation avec la fuite des enzymes hépatiques a travers la membranes cellulaire.
Sachant que le syndrome de la cytolyse est une atteinte de la membrane de 1’hépatocyte par une
augmentation de la perméabilité membranaire avec relargage du contenu cellulaire dans les
sinusoides et dans le sang périphérique. La cytolyse hépatique est caractérisée par une élévation

des transaminases (ALT, AST) et accessoirement une élévation des GGT (Guyader, 2005).

Chez la brebis, des modifications biochimiques sans manifestations cliniques liés a la
toxicité au Cd apparaissent avec des quantités ingérées comprises entre 0.3-3 mg /kg /j
(Fassbender et Rang., 1975). Selon Lane et al. (2015), les premiers signes liés a la
dégeénérescence des cellules hépatiques ont été notés chez le mouton suite a la consommation de

I'ensilage de mais avec une teneur en Cd de 1,7 mg / kg de MS. En revanche, aucun signe de
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toxicité n'a été observé chez des taureaux nourris par des concentrés et de I'ensilage de mais avec
1,5-2,0 mg / kg de MS de Cd.

Une étude conduite par Nabil et al. (2011) a montré que I’administration orale de Pb**
stimule fortement 1’activité des transaminases chez le rat. Cette stimulation était dose-
indépendante. Par ailleurs, Qian et al.(2013) ont trouvé que les niveaux de I’ALT et L’AST
avaient significativement augmenté suite a une exposition au chlorure de Cd, ce qui indique que
le Cd peut induire des dommages sérieux au niveau du foie. Ils avaient noté que 1’augmentation

de ces indicateurs hépatiques était dose- dépendante.

Selon nos résultats, cette cytolyse induite par le traitement métallique, est plus importante
quand les brebis sont traitées aux Pb et Cd combinés. De plus une brebis (n°9) appartenant au lot
co-exposé a développé des signes cliniques relatifs a une choléstase modérée accompagnant la

cytolyse, notamment un subictére.

L’exposition concomitante au Pb et au Cd est décrite comme induisant une toxicité
additive ou synergique notamment apres exposition a de faibles doses (Rouas, 2010). Par
ailleurs, le cumule d’exposition du plomb et du cadmium induit des modifications de molécules
impliquées dans les mécanismes de toxicité de chaque métal telles que les métallothionéines, les

protéines de liaison au plomb, ou encore le glutathion (Gensheng et al., 2008).

Les résultats d’une étude conduite par Pillai et Gupta (2005), indiquaient que, malgré la
capacité du Pb et du Cd de modifier différents parametres biochimiques dans le foie, I’effet n’est
pas intensifié par I'exposition combinée au Pb+Cd. Les altérations biochimiques observées dans
le foie des rats co-exposés aux deux traces métalliques peuvent résulter d'un effet indépendant du
plomb ou du Cd ainsi que de leur interaction. Cependant, ces résultats suggerent que lorsque le
Pb et Cd sont administrés ensemble dans des concentrations similaires, les principaux effets sont

médiés par le cadmium.

Apres autopsie des brebis mortes durant 1’exposition aux deux ETM, des Iésions
hépatiques relatives a 1’administration des métaux lourds ont été décelées. Ces lésions sont
derrieres les signes cliniques observés ainsi que les changements liées aux marqueurs hépatiques
chez les animaux de I’expérimentation surtout ceux du lot co-exposeé. Ceci confirme qu’un
traitement chronique a de faibles doses de Pb et de Cd peut altérer I’intégrité tissulaire du foie et

tend a perturber ’homéostasie des enzymes hépatiques.
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Le foie est connu pour son role essentiel dans la synthése des protéines plasmatiques et
ses cellules de Kupffer sont connues pour leur réle immunitaire surtout la phagocytose. Les
protéines synthétisees par le foie, servent de marqueurs hépatiques notamment 1’albumine et les

différents groupes des globulines.

L’évolution des protéines totales a révélé une augmentation chez les trois lots. Cette
évolution & la hausse est plus significative chez le lots co-exposé (P<0,01). M&me apreés retrait
des traitements métalliques chez ce lot, les taux sériques des proteines ont continué a augmenter.
La dureé de I’exposition a favorisé cette augmentation étalée dans le temps, révélant un effet
temps (P<0,001) confirmé par le test ANOVA. Toutefois les valeurs des protiénes totales

déterminées pendant ce travail restent dans 1’intervalle des valeurs usuelles.

Chez les ovins, une concentration de protides totaux supérieure a 65 g/l est hautement
indicative d’une inflammation chronique quand 1’index corporel est faible (Braun et al., 2010).

C’est le cas de la brebis (n°6) qui a montré un retard de croissance.

Le protéinogramme du mouton se compose de 5 fractions (albumine, al-globulines, a 2-
globulines, p- globulines, p-globulines). La fraction S ne se divise pas en deux sous-fractions
comme chez les autres especes. La fraction p pourrait étre subdivisée en deux fractions y1 et y2,
mais, cela ne présentant pas d’intéréts cliniques (Keay et Doxey., 1981 ; Kaneko et al., 2008).
Tous les profils obtenus durant ce travail sont similaires et on a pu décrire un profil type du

protéinogramme du mouton correspondant aux caractéristiques décrites.

L électrophorése des protéines totale sépare I’albumine du reste des fractions regroupées
de globulines. Ces derniéres sont séparées en trois grands groupes (a, S, y). Cette séparation
permet de différencier les protéines de I’inflammation des immunoglobulines. En effet, toutes
ces protéines se repartissent dans les différentes fractions en fonction de leur migration dans le
gel d’agarose. Les troubles pathologiques font varier les différentes concentrations des protéines.
Ces variations peuvent étre mises en évidence par des variations de la courbe électrophorétique

et des concentrations des différentes fractions.

Une inflammation chronique est la cause d'une augmentation des protéines sériques,
essentiellement de la globuline, et d'une diminution du taux dalbumine du fait de I'exsudation
plasmatique et de la baisse de sa synthese hépatique. Les brebis du lot co-exposé ont présenté
vers la fin de I’exposition un ratio Alb/Glob inférieur aux normes usuelles. Notons que, lorsque

le rapport Alb/Glob est normal, le tracé est tres souvent normal. En effet, cela signifie que les
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proportions entre les différentes fractions ont été conservees (Kaneko et al., 2008). Un ratio
Alb/Glob bas est obligatoirement en relation avec un électrophorégramme modifié (figures 51).
Cette modification a pour origine soit une baisse de la concentration en albumine soit une hausse
de la concentration en globulines (Trumel et al., 1996). Un taux d’albumine bas peut étre causé
par un défaut de synthése lors des maladies chroniques du foie ou lié a des pertes par fuite
glomérulaire de molécules de petites tailles lors de syndrome néphrotique. Une augmentation du
taux des globulines est en faveur des maladies inflammatoires aigiies ou chroniques et du
syndrome néphrotique (avec augmentation de la synthése hépatique de macro protéines pour
limiter la diminution de la pression oncotique et formation d’cedémes), quand c’est les a-
globulines et les S- globulines qui sont augmentées. Une augmentation des p-globulines
particulierement avec un pic large indique le développement de maladies inflammatoires
chroniques notamment, une hépatite chronique (Trumel et al., 1996 ; Kaneko et al., 1998).
L’étude des différentes fractions des profils atypiques chez les brebis des trois lots notamment
celles du lot co-exposé ont révélé des pics des globulines notamment les y-globulines souvent en
association avec des pics des S- globulines néanmoins, d’une importance moindre. Nous
suggerons que ces modifications des tracés électrophorétiques sont évocatrices de I’impact des
traitements métalliques au niveau des organes cibles notamment le foie et le rein. Des lésions
inflammatoires chroniques et des lésions dégénératives au niveau hépatique et rénal ont été

confirmées par 1’étude histopathologique.

Outre leur intérét diagnostique autant que marqueur biologique pour évaluer I’exposition
métallique chez les brebis traitées, les tracés électrophorétiques réalisés durant cette étude
notamment ceux de la période pré-exposition peuvent servir de base de données des profils

électrophorétiques chez 1’espéce ovine (la race Ouled djellal).

Apres retrait du traitement chez les trois lots de brebis, une baisse significative des
niveaux des transaminases a été constatée. Les teneurs ont revenu a la normale, synonyme d’une
baisse de la cytolyse et de la libération des enzymes a travers les membranes hépatocytaires.
Selon (Guyader, 2005), les taux des transaminases reviennent rapidement a la normale lorsque la

cause de I’atteinte hépatocytaire est supprimée.

La méme tendance pour les protides totaux a été observée pendant la période de
récupération, confirmant ainsi I’effet néfaste de I’exposition aux ETM en induisant les

changements biochimiques observés durant cette expérimentation.
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IX. Néphrotoxicité Liée aux ETM : Plomb et Cadmium

La toxicité du Cd la plus marquée relevée tant chez les modéles animaux que chez
I’homme est celle concernant la fonction rénale. Chez les ruminants, les reins ont un réle
important dans [’excrétion du Pb et Cd et représentent I’'un des organes ou on note

I’accumulation la plus importante des métaux lourds notamment lors d’exposition prolongée.

La néphrotoxicité induite par le Pb ou / et le Cd a été largement étudiée et largement
rapporté dans la littérature. La majorité de ces rapports a été menée avec le traitement au Pb ou
au Cd séparément ; trés peu de travaux se sont intéressés a 1’exposition concomitante des deux

métaux et a leur effet simultané (Wang et al., 2011(b))

Il est concevable que si la concentration de cadmium dans les cellules rénales, apres une
exposition aigué ou chronique, dépasse la capacité de protection intracellulaire constituée par les
métallothionéines et le glutathion, le cadmium libre pourra interagir avec les organites cellulaires
et perturber des processus biochimiques (Faiz, 2013). Des lésions importantes peuvent résulter
de I’exposition a ces deux ¢éléments traces et I’augmentation de 1’urée et de la CRE indique un

mauvais fonctionnement du rein.

La CRE est un indicateur de la fonction rénale (Qian et al., 2013). Dans des conditions
non pathologiques, la CRE plasmatique est filtrée mais non réabsorbée au niveau rénal. La
valeur de la concentration plasmatique de créatinine dans le plasma est inversement liée au débit
de filtration glomérulaire donc a la fonction rénale. Ainsi, plus la fonction rénale est altérée, plus

la créatininémie augmente.

L’urée ne refléte que partiellement le fonctionnement rénal puisque 1’équilibre de 1’urée
dans 1’organisme est conditionnée par sa production endogéne et par son excrétion rénale
(Rouas, 2010). Des variations de I’urémie ne sont observées qu’en cas de perturbation
importante de la fonction rénale. Il serait donc plus approprié de considérer I’urémie comme un

biomarqueur de I’insuffisance rénale sévere (Romanetto, 2011).

La néphropathie chronique conduisant a la défaillance rénale est une manifestation
classique de la toxicité au plomb. Epidémiologiquement, des études ont montré chez I’homme,

une relation forte entre I'exposition aux métaux lourds et la présence de lésions rénales
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chroniques. Un dysfonctionnement rénal se produit la plupart du temps a des niveaux élevés
d’exposition au plomb (> 60 g/ dL), mais des dommages a des niveaux inférieurs ont aussi été
rapportés (10 pug / dL) (Gagan et al., 2012).

Une étude longitudinale a la Normative Aging Study, d’une exposition faible au Pb
comprenant 459 participants avait révélé que la concentration sanguine du plomb était
positivement associée et de facon significative a la concentration de créatinine sérique. Cette
association était également retrouvée parmi les sujets dont la plombémie n'avait jamais été
supérieure a 100 pg/1. Certaines des études environnementales suggeérent que le plomb, méme a
des niveaux faibles (plombémie < 100 pg/1), pourrait exercer un effet négatif sur la fonction
rénale (Gonick, 2008). Une autre étude a révélé des effets toxiques au niveau rénal avec des
concentrations sanguines moyennes en Pb inférieures a 50 pg/1 et que la dose cumulative du Pb
est également associée a un mauvais fonctionnement rénal. La méme étude a montré que des
taux élevés de CRE (15 a 39mg/l) étaient associés a des dose élevées de Pb (<80 pg/l et <600
ug/1) (Ekong et al., 2006).

Notre étude a révélé une tendance a la hausse de la CRE, chez les trois lots, pour atteindre
a la fin de I’exposition les teneurs de 16.8mg/l chez le lot Pb, 19mg/I chez le lot Cd et 23 mg/l
chez le lot co-expose. Cette évolution est corrélée aux concentrations sanguines croissantes en
ETM. Une corrélation significative a été déterminée chez le lot Pb r= 0,61 (p < 0,01) ainsi que
chez les lots Cd r=0,67 (p < 0,01), et le lot co-exposé r=0,72 (p < 0,001). Ce qui est suggestif

d’une altération lésionnelle au niveau rénal chez les brebis traitées.

Avec les doses métalliques prédéfinies, considérées comme infratoxiques, 1’évolution de
la CRE vers la hausse n’était significative qu’a partir de la 8™ semaine d’exposition pour
révéler un effet temps (P<0,001) confirmé par le test ANOVA. Notons que, de faibles variations
de la créatininémie au début de la maladie rénale chronique témoignent déja d’une perte

importante de fonction rénale (et du nombre de néphrons fonctionnels) (Sabath et al., 2012).

Des altérations des paramétres biochimiques notamment de la CRE ont été observees
chez des veaux ayant recu de 1’acétate de Pb sur une période de 40 jours. L’augmentation des
teneurs en CRE a été observée pour atteindre a 30 j la valeur de 14,4 mg/l et a 40j la valeur de
17,1mg/1. La CRE peut atteindre des niveaux ¢élevés dans le cadre d’intoxication chronique par le

Pb. Ceci reflete les effets néphrotoxiques du Pb (Dupont, 2002).
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Par voie respiratoire, le Pb est également néphrotoxique. Une augmentation significative
du taux de créatinine sérique a été notée chez des rats males et femelles durant la période
d'exposition aux gaz d'échappement qui a duré 15, 30, 45 et 60 jours. Notons qu’une
augmentation statistiquement significative de la plombémie dans les deux sexes a été observee
(Smaoui et al., 2000).

Toutes les expériences menées sur les rats et les souris confirment que I’exposition orale
au cadmium provoque des dommages rénaux, et plus particulierement des lésions tubulaires.
Chez des rats traités au chlorure de Cd pendant 14 jours. Qian et al. (2013) avaient noté une
augmentation des niveaux de CRE, indiquant I’effet néfaste du Cd au niveau du rein confirmé

par I’histopathologie ainsi que le dosage du Cd dans le tissu rénal.

Les brebis exposees a la mixture des deux ETM ont montré des taux de CRE les plus
élevés (P<0,001) comparativement aux deux lots ayant recus, le Pb ou le Cd séparément. Ceci
laisse suggérer un effet synergique des deux métaux quand ils sont administrés conjointement.
L’¢étude anatomopathologique sur les reins issus des animaux morts lors de I’expérimentation a
révélé des lésions macroscopiques et microscopiques relatives au traitement métallique. Il faut
noter aussi que la combinaison de différents métaux a été démontrée pour avoir un effet

néphrologique cumulatif (Sabath et al., 2012).

Une étude conduite par Wang et al. (2010) sur des rats exposés au Pb, au Cd et a la
mixture des deux métaux pendant 8 semaines. Aprés I’exposition, les reins des animaux ont été
prélevés pour évaluer 1’activité des mitochondries du cortex rénal ainsi que les dommages induits
par les traitements métalliques. Les résultats ont décelé que les dommages étaient plus important
chez le lot co-exposé, ce qui démontre que 1’effet des deux métaux combiné est plus fort que leur

effet séparément sur 1’ultrastructure de la corticale rénale.

Le retrait des traitements métalliques chez les brebis co-exposées n’a pas empéché
I’augmentation de la CRE sérique. Une progression vers la hausse des concentrations en CRE de
plus en plus marquée et de plus en plus prolongée, puis un plateau a 23mg/l pendant 10 semaines

apres arrét de la contamination. Ceci suggére 1’effet cumulatif des deux ETM.

La période de récupération a observé une diminution progressive des créatininémies et

leur retour aux valeurs physiologiques. Nous suggérons que méme avec la perte d’une partie des
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néphrons fonctionnels, le rein a continué a filtrer la CRE. L3, il ne s’agit pas de réversibilité des
effets toxiques mais de réponse adaptative via des mécanismes de compensation dont disposent
les reins. Selon Fourcade (2006), ces mécanismes sont de deux types, soit par des processus
d’adaptation passifs aident les reins a maintenir longuement un équilibre suffisant malgré la
réduction progressive du capital néphrotique. Soit par phénomenes d’adaptation actifs consistant
en l’augmentation du pouvoir fonctionnel des néphrons encore intacts. Il constitue un
phénomene retardateur qui contribue au maintien prolongé de I’homéostasie. La filtration
glomérulaire individuelle des néphrons augmente, ce qui leur assure un pouvoir maximal et

ralentit la dégradation de la fonction rénale.
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X. Anatomopathologie du Foie & du Rein

(Prélevés sur les animaux morts)

Pour se protéger des éventuels effets toxiques des xénobiotiques, 1’organisme est muni de
deux organes clés. Le premier est le foie qui dispose de nombreuses enzymes qui permettent le
métabolisme des xénobiotiques, le deuxiéme est le rein, du fait de son rdle de filtration, il est

continuellement exposé a leur toxicité.

Une exposition subchronique au nitrate de Pb et au chlorure de Cd séparément ou
associés, peut causer des dommages au niveau du foie et du rein. Les marqueurs de ’intégrité

structurale des deux organes 1’ont révélé a la biochimie.

Les doses administrées étaient en dessous du seuil d’hépatotoxicité et de néphrotoxicité.
Selon (Noél et al., 2004), la toxicité des métaux lourds ne dépond pas seulement de la dose mais
aussi de la durée d’exposition, de la nature des sels et de la mixture (combinaisons de plus d’un

métal).

L’histopathologie est un marqueur important de toxicité, quand il s’agit de contamination
aux metaux lourds (Shatha, 2011). En plus des signes cliniques et des marqueurs biologiques
dosés au niveau sanguin, cette étape constitue un complément important dans la démarche

diagnostique.
A. Foie

La grande susceptibilité du foie aux xénobiotiques est la conséquence de sa disposition
anatomique et de son réle prépondérant dans le métabolisme et la détoxification. Le foie, via la
veine porte, est le premier organe exposé aux composés absorbés par les voies digestives. Il est

donc soumis a I’action toxique de tres nombreux xénobiotiques.

La répartition du plomb varie avec le mode d'absorption. Ainsi, les taux hépatiques et
intestinaux sont trois fois plus importants en cas d'absorption digestive que par voie pulmonaire
(Flora, 2012). La toxicité du plomb est étroitement liée a son accumulation dans certains tissus
tels que le tissu hépatique et cependant, elle cause des modifications structurales et interfere avec

les fonctions hépatiques (Shatha, 2011).

Approximativement la moitié du Cd absorbé par voie systémique est accumulée

rapidement dans le foie, ce qui donne lieu a une disponibilité réduite du Cd dans d’autres
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organes cibles tels que les reins et les testicules, qui sont plus sensibles a ses effets toxiques
(Delraso et al., 2003).

Lors de cette expérimentation, 1’autopsie a €été réalisée sur trois brebis, rappelons que
deux (n°6, n°9) appartenaient au lot Pb+Cd mortes pendant la période d’exposition et la
troisieme (n°15) appartenait au lot Pb, morte pendant la période de récupération. Les deux
premiers animaux ont présenté quelques signes de toxicité, un mauvais état général, une péleur
des muqueuses signe d’une anémie, confirmée par les changements des paramétres
hématologiques (décrits précédemment) et une facilité anormale d’arrachement de la laine ainsi
que la perte d’une incisive (figure 54). La brebis n°® 9 avait présenté un ictéere modéré, sachant
que c’est I’animal qui a présentait le taux le plus élevé de transaminases Sériques. Les teneurs en

ces deux enzymes hépatiques (ALT, AST) ont presque triplées (ALT= 33 U/I, AST=301 U/I).

1. Labrebisn°6
- Aspect macroscopique :

Le foie de la brebis n° 6 (Figure 41) était hypertrophié de couleur en grande partie claire

comparativement a la normale, avec bordures arrondies.

Figure 41. Foie de la brebis n° 6
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- Aspect microscopique

La coupe histologique a révélé une congestion vasculaire (passive) et une stéatose modérée a
abondante « lobulaires » (fleche.1), autour de la veine centrale. Une nécrose parcellaire

irregulierement réparties dans le foie et un infiltrat portal mononuclé (Figures 42).

Figues 42. Microphotographies du foie de la brebis n°6 (X40)

2. Labrebisn®9
- Macroscopique : L’autopsie a révélé une imprégnation jaune généralisée (les
mugqueuses, la graisse....). Le foie est hypertrophié présentant une stéatose importante; sa
consistance est molle et pateuse, sa couleur est claire, laissant a la coupe une marque de

dépdts graisseux. Le volume de la vésicule est augmente (Figure 43).

Figures 43. Aspect macroscopique du foie de la brebis n°9

155



Partie Expérimentale Discussion

- Microscopie

L’examen a faible grossissement confirme que le foie a perdu son architecture normale avec une
répartition lobulaire de la stéatose hépatocytaire macroscopiquement observée. A 1’échelle
cellulaire, les hépatocytes surchargeés paraissaient plus volumineux contenant de petites a
volumineuses enclaves (vacuoles) formées par accumulation de triglycérides. La stéatose est de
nature dégénérative (dégénérescence intense des hépatocytes et perte de la structure normale du
foie). On peut constater aussi la présence de foyers de nécrose parcellaire péri-portale et/ou péri-

septale. Fibrose portale et centro-lobulaires avec hyperplasie kupfférienne (Figure 44, 45).

Figures 45. Microphotographies du foie de la brebis 9 (X100)
B. Rein

Les reins participent, dans une moindre mesure que le foie, & un processus de
détoxification des xénobiotiques par métabolisation (Rouas, 2010). Du fait de la formation des
urines, le rein est le second organe clé du processus. Il possede également un arsenal d’enzymes

du métabolisme des xenobiotiques qui contribuent a 1’épuration et la détoxification.
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La néphropathie chronique conduisant a la défaillance rénale est une manifestation
classique de la toxicité au plomb. Elle résulte généralement d’une exposition longue a une dose

relativement élevée de plomb.

La toxicité du cadmium la plus marquée relevée tant chez les modéles animaux que chez

I’homme est celle concernant la fonction rénale.

Les doses administrées sont en dessous du seuil de néphrotoxicité, mais la co-exposition
du plomb et du cadmium est décrite comme induisant une toxicité additive ou synergique
notamment aprés exposition a de faibles doses. L’exposition & un métal peut modifier la

cinétique d’un second lors d’une exposition concomitante (Wang et al., 2008; Rouas, 2010).

Comme les reins ont un role important dans I’excrétion du plomb et du cadmium, on
observe surtout des changements lésionnels au niveau des tubules proximaux, inflammation,
nécrose, dégénérescence et en fin les tissus interstitiels se fibrosent a leur tour et les tubules se
dilatent puis s’atrophient. Un dysfonctionnement tubulaire proximal se développe dans le rein,
entrainant une diminution de l'absorption d'acides aminés, du glucose, du Ca, du phosphate et
des proteéines a faible poids moléculaire (Phillips et al., 2005).

Selon (Perrin, 2007), les deux marqueurs rénaux (la créatinine, urée) n’augmentent pas

jusqu’a ce que 50% a 70% des néphrons soient détruits.

1. Aspect Macroscopique :
Brebis n°6 : L autopsie n’a pas révélé de changements. Le rein avait un aspect normal
Brebis n°9: Le rein est marqué par des pétéchies

Brebis n°15: Le rein présentait des zones de dégenérescence au niveau de la corticale (Figure 46)
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Figures 46. Les deux reins de la brebis n°15
2. Microscopie

Les lésions microscopiques, peu spécifiques et non constantes sont observées. Les lésions
tubulo-interstitielles sont dominantes. Les découvertes d’histologie montrent une inflammation
des tubules rénaux (néphrite congestive dégénératives) avec épaississement de la membrane du

glomérule (fleche.3) (Figures 48).

Des lésions focales de nécrose (légeres a séveres) de 1’épithélium des tubules proximaux
autour des glomérules sont observées au niveau de la corticale. Les Iésions comprennent aussi
une néphrite interstitielle, elles sont caractérisées par la présence d’infiltrats inflammatoires de
cellules mononuclées, principalement des lymphocytes et aussi une hyperplasie focale et
modérée du tissu interstitiel (fleche.2). Une apparition de vacuoles adipeuses est constatée, il

s’agit d’une « stéatose minime » (fleche.l) (Figures 47).
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Figures 48. Microphotographies des reins (X100)
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La toxicité chronique des composés du cd par voie orale a été étudiée chez le rat, le
singe, particuliéerement avec le chlorure. L’addition de ce sel dans la nourriture des animaux
provoque, de facon caractéristique, des lésions rénales habituellement limitées aux tubules
proximaux (nécrose focale des cellules épithéliales tubulaires, gonflement), nécrose des lobules

centraux du foie, fibrose, hyperplasie biliaire (falcy, 2013).

Nos résultats sont en accord avec les analyses histologiques menées dans des études
relatives a la néphrotoxicité et a 1’hépatotoxicité liees aux métaux lourds (Wang et al., 2008;

Rouas, 2010 ; Shatha, 2011). Néanmoins, trés peu d’études ont été réalisées chez les ruminants.

Figure 54 : Cadavre de la brebis n°6 (perte de I’incisive).
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Conclusion & Perspectives

La prise de conscience de I’impact de la pollution environnementale sur la santé
humaine et animale ces derniéres anneées, a relancé I’intérét de la toxicologie
environnementale. En raison de la diversité des dommages biologiques que provoquent les
métaux lourds, la compréhension des risques sanitaires liés a ces polluants constituent un

déterminant majeur dans 1’évaluation et la gestion de 1’exposition a ces ETM.

Les risques toxiques auxquels sont confrontés les ruminants sont de nature trés
diverse. En effet, leur environnement, leurs conditions d'élevage et leur alimentation les
exposent & de nombreux polluants notamment aux meétaux lourds dont la présence peut étre
insoupgonnée. Le Pb et le Cd, comme la plupart des ETM, se transmettent et s’accumulent
tout le long de la chaine alimentaire, et ne sont que trés faiblement éliminés, ce qui attire

I'attention sur les contaminations chronigues.

Ce travail a permis I’identification et 1’évaluation quantitative des conséquences liées
a I’exposition aux deux ETM (Pb et Cd) et la mise en évidence de leurs effets néfastes a
différents niveaux: hématologique, hépatique, rénal et au niveau de homéostasie des €léments
essentiels (Zn et Cu) et suggeérent une interaction synergique a effet toxique entre les deux
ETM (Pb et Cd). Le Cd a constitue une source de variabilité quant au devenir du Pb ainsi qu’a
la relation dose-concentration et concentration-effet dans I’organisme chez les animaux co-

eXposes.

Le lien entre 1’exposition a une dose infratoxique réitérée de métaux lourds a long
terme et les différents marqueurs biologiques explorés a été établi. Ceci nous laisse déduire
que la toxicité est plus étroitement corrélée aux concentrations qu'aux doses. Les indicateurs
de toxicité étaient corrélés aux concentrations sanguines croissantes en ETM en fonction de la

durée de I’exposition.

Bien qu'il existe déja certaines données toxicologiques et toxicocinétiques sur le plomb
et le cadmium dans la littérature, les étudier séparément et combinés pendant une période
aussi longue, avec la dose prédéfinie chez un modéle animal comme le mouton apporte
certainement des donnéees nouvelles et brutes sur lesquelles on peut se baser pour des études

ultérieures. Ces données en toxicologie ouvrent des pistes de recherche diverses autant sur la
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santé animale que sur 1’exposition des populations aux différents polluants notamment aux
ETM. Par ailleurs, a travers ce travail, on a démontré que le mouton est un excellent modéle

expérimental qui se préte tres bien a ce genre de recherche.

L’ensemble de tous ces résultats indique que les impacts du Pb et du Cd a des doses
environnementales sont décelables en utilisant un ensemble de marqueurs biologiques
spécifiques et non spécifiques. L’évolution des différents paramétres, considérés comme des
réponses toxicologiques durant et aprés 1’exposition corroborent I’hypothése que 1’exposition
a ces deux ETM combinés suit un modele d’additivité. Néanmoins, les effets de la
contamination sont réversibles. Quand les ETM sont retirés, les parametres reviennent aux
normes physiologiques. Les effets néfastes des ETM sont dépendants du temps de

I’exposition, plus la durée est longue plus les parametres physiologiques sont altérés.

Ses résultats en recherche fondamentale ouvrent des perspectives pour des études plus
approfondies, notamment dans I’identification d’indicateurs d’exposition et d’effets; de
nombreux autres peuvent étre étudiés (marqueurs plus sensibles, plus spécifiques et plus
précoces). Ces outils analytiques reposent sur 1’utilisation de paramétres et d’indicateur de
toxicité qui peuvent étre plus ou moins spécifiques et qui sont associés a des lésions
organiques affectant certains tissus et organes. Comme tout effet n’est pas clinique, le

développement d’approches les plus précoces et spécifiques possibles s’impose.

Par ailleurs, un intérét spécial doit étre apporté a la relation dose/effet en expérimentant
d’autres voies de contamination et d’autres marqueurs d’exposition et d’effets. Sachant que,
I'induction d'effets individuels a été surtout démontrée en conditions contrélées sous

lesquelles des relations doses-réponses ont été établies.

En Algérie, des travaux de recherche dans le cadre de la préparation de thése de
magister et de doctorat sont entrepris en milieu aquatique. En milieu terrestre, notre étude
expérimentale fournira une base pour des recherches futures en toxicologie et en

écotoxicologie et permettra de porter un intérét spécial a la qualité de I’environnement.

Dans le but de répondre a une problématique de contamination subchronique et
chronique dans un contexte surtout de co-exposition, nos résultats attirent 1’attention sur les
dommages causés par les metaux lourds en mixture. Ces données vont permettre également

d’ouvrir la voie pour des travaux similaires et & grande échelle, notamment, 1’élaboration

162



d’un programme national de biosurveillance et de I’évaluation du risque liée a plusieurs

polluants dans les différents milieux.

Enfin, il sera également intéressant de proposer un développement par la mise au point
de stratégies préventives, par 1’intermédiaire des techniques de modélisation et de simulation
dans I’évaluation de la toxicité dans les différents milieux surtout ceux a risque. La
construction d’un modéle permet a la fois une description des phénoménes observés a
I’échelle d’un individu et par I’intermédiaire des méthodes de population, la description sera
appliquée pour une population. Aussi, des données relatives a une espece peuvent étre via ces
méthodes mathématiques extrapolées a une autre espéece en se basant sur des méthodes et
outils validés. Les développements a venir, dans le champ de la toxicologie environnementale
devront profiter de ces avancées pour réduire les impacts des différents polluants et optimiser

au quotidien la sécurité des organismes.

Il apparait donc clairement le besoin et la nécessité de ce genre de travaux de recherche
pour attirer I’opinion scientifique et politique dans notre pays ou les questions relatives a la

pollution et a I’environnement malgré leur statut problématique restent secondaires.
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Perspectives en relation directe avec le protocole expérimental

Dosage du Pb et du Cd dans le rein, le foie et I'os dont I'extraction est déja réalisée
Réalisation d'une modélisation toxicocinétique compartimentale du Pb.
Reéalisation d'une modélisation toxicocinétique du Cd.

Soumette I'os long au durometre
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Résumé

Afin de mimer une exposition environnementale a des doses infratoxiques de Pb (2,5 mg/kg pv)
ou/et de Cd (2mg/kg pv), 15 brebis de la race (Ouled Dijellel) ont fait I’objet de
I’expérimentation. Les animaux ont été répartis aléatoirement en 03 groupes de 05 sujets selon la
nature du traitement: un lot Pb, un lot Cd et un lot co-expose (Pb+Cd). Le schéma expérimental a
été conduit en trois périodes : - une période pré-exposition de 4 semaines :les brebis servaient de
témoins durant cette période ; - une période d’exposition de 17 semaines : les sujets ont regu par
voie orale des doses uniques et journalieres de sels métalliques sous forme de gélules, 159mg de
nitrates de Pb (Pb(NOs),) et 162mg de chlorure de Cd (CdCl,, 2.5H20) ; - une période de

récupération, étalée sur trois mois et demi apres arrét des traitements.

La quantification des ETM a été réalisée par spectrophotométrie a absorption atomique a four
graphite et a flamme, respectivement pour (Pb - Cd) et (Zinc (Zn) - Cuivre (Cu)). Une étude
toxicocinétique par approche non compartimentale du Pb a été réalisée a I’aide du logiciel
utilisant un programme d’analyse de régression linéaire adapté « PK Solver » version 2.0. La
méthode linéaire trapézoidale a été choisie. Les parameétres hématologiques (Hémoglobine :Hgb
et Hématocrite : Hct), biochimiques, transaminases (ALT : alanine aminotransferase, AST :
aspartate aminotransferase), protides totaux, créatinine CRT et profils électrophorétiques ont été
déterminés par automates. La méthode classique a été utilisee pour I’histopathologie. Enfin, la
spectrophotométrie a absorption atomique a été utilisée pour la détermination du Pb et du Cd et

des éléments essentiels (Zn, Cu, Ca et Fe) dans I’aliment.

Les niveaux du Pb et du Cd dans I’aliment sont non détectables. Avant les traitements les
plombémies et les cadmiémies étaient inférieures a la limite de détection, 4 ug/l pour Pb et 0,3
ug/l pour Cd. Une augmentation des concentrations sanguines en ETM a été observée dés le
début de I’exposition. Les plombémies sont situées entre 135+57ug/l a 569+264 ug/l pour le
groupe Pb et entre 192+75ug/l et 445+294ug/1 pour le groupe co-exposé. A la 9°M semaine, les
moyennes des plombémies étaient plus élevées chez le lot Pb+Cd. Les cadmiémies ont évolué de
1,4+0,81 pg/l a 44+6 g/l chez le groupe Cd et de 2,5+1,2 pg/l a 47+10 pg/l chez le group co-

expose.

Nos résultats confirment les effets néfastes des deux ETM au niveau hématologique par une
diminution des taux de I’Hgb et de I’Hct et au niveau hépatique et rénal par une augmentation
des niveaux sérique de I’ALT, L’AST et de la CRT. Des aspects lésionnels au niveau du foie et

du rein ont été constatés. Une altération de 1’homéostasiec du Zn et du Cu a été observée
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suggérant des interactions avec le Pb et le Cd. Les indicateurs de toxicité étaient corrélés aux
concentrations sanguines croissantes en ETM en fonction de la durée de I’exposition. ANOVA a
révelé au moins un effet, soit temps ou traitement pour tous les paramétres. Une interaction

synergique a effet toxique entre les deux ETM (Pb et Cd) a été constatée.

L’analyse non compartimentale a permis la description quantitative de la cinétique du Pb. A
travers le calcul des parametres toxicocinétiques d’abord individuels, puis relatifs au lot, nous
avons pu apprécier le degré d’exposition des brebis dans les deux lots, notamment par le calcul
des AUC, MRT, ty, et Cl. Ces parametres ont montré que le Pb demeure longtemps dans
I’organisme, que son élimination est tres faible et que le Cd a constitué une source de variabilité

de la relation dose-concentration et concentration-exposition.

Ce travail ouvre des perspectives pour des études plus approfondies, notamment dans
I’identification d’indicateurs d’exposition et d’effets plus sensibles, plus spécifiques et plus

précoces.

Mots clés : Brebis, Plomb, Cadmium, profil biochimique, toxicocinétique, toxicité orale subchronique,
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SUMMARY

The aim of the study was to highlight the toxic effects after lead and lead-cadmium repeated oral
exposure in ewes. An experiment was conducted using “OuledDjellal” ewes during three
periods: before exposure: where ewes are considered as controls, during exposure and after
exposure. fifty ewes were randomly divided in three groups of five; the lead group received lead
nitrate at 2.5 mg of Pb/kg/day, the Cd group received Cd chloride at 2 mg of Cd/kg/day and the
Pb+Cd group received Pb nitrate at 2.5 mg of Pb/kg/day +2 mg of Cd/kg/day orally during 17
weeks. Metallic salts were enclosed in gelatin capsules.

Lead and cadmium levels were measured by graphite furnace with deuterium background
correction in pyrolytic heated graphite tube. Flame atomic absorption spectrometry (PerkinElmer
Analyst, 100) was used for performing zinc and copper analysis in plasma. Total serum protein,
alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), electrophoretic protein
profile and serum creatinin levels were measured by using Automatic biochemistry analyzer.

Histopathological study was performed using conventional technique.

Before, during and after receiving treatment, all groups were tested for their blood Pb and Cd
levels, hematological and biochemical parameters, essential elements (Zinc:Zn and Cooper: Cu)
levels were also tested. Pb and Cd contents of the diet were below the detection limits. Before
exposure, blood Pb and Cd levels were below the detection limit of4 pg/l for Pb and 0,3 pg/1 for
Cd. Blood levels of Pb during 17weeks of exposure varied from 135+57ug/1 to 569+264 g/l for
the Pb group and from 192+75pg/l to 445+294pg/1 for the co-exposed group. At 9™ week, mean
blood Pb levels of lead-cadmium group were more elevated than the ones of the lead group.
Blood levels of Cd varied from1,4+0,81 pg/l to 44+6 pg/l in Cd group and from 2,5£1,2 ug/l to
47+10 pg/l in co-exposed group. The rates of hematocrit and hemoglobin decreased for all
treated groups. The transaminases (ALT, AST) and creatinine reaveled elevated levels at the end
of exposure. Histopathology sowed liver and kidney lesions. Altered Zn and Cu homeostasis was
noted. Toxicity indicators were correlated with increasing blood levels of Pb and Cd depending
on the duration of exposure. ANOVA revealed at least one effect ( time or treatment) in all tested

markes.

Non-compartmental estimation of toxicokinetic parameters has allowed a quantitative descriptive
analysis of Pb fate in ewes bodys. « PK Solver » software 2.0 (Linear Trapezoidal method) was

used for non-compartmental analysis of plasma data after intravenous constant infusion input.
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Through the calculation of the toxicokinetic parameters, first individual, then relating to the
group, the degree of ewes exposure was assessed. Determination of AUC, MRT, ty, and Cl
showed that Pb persists longtime in the body and its elimination is very low. Cd was a source of

variability in dose-concentration relationship and concentration- exposure relationship.

This research opens up prospects for further studies, including the development of exposure and

effect biomarkers more sensitive, more specific and earlier.

Keywords: Ewe, Cadmium, Lead, Serum biochemical profile, Subchronic oral toxicity,

Toxicokinetic.
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Annexes

Tableau 18. Références des parametres biochimiques usuels chez le mouton

Auteurs Dubreuil et
al.
Parametres (2005)
Protides totaux (g/l) 61,0-71,2
Albumines (g/l) 30,2-37,1
Globulines (g/l)
Ratio ALB/GLB
ALT (UIN) 9-22
AST (UIN) 72 -101
Créatinine (mg/l) 8-13

Kaneko et

al.
(2008)

60 - 79

24 - 30

35-57

0.42-0.76

6-20
60 - 280

12 -19

Carlos et al.
(2015)

57,7- 62.1

30- 30,2

24,8-29,2

1.41-1.73

29,04 — 31.56
89,82 - 95,87

14.8 - 18

Boudebza,
(2015)

72,88 - 90

23,04 — 33,92

10,02 - 26,42
63,41-113,49

6,79 - 8,06
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calculés)
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Figures 49. Membrane d’électrophoreése (gel aprés coloration, révélant la migration des
différentes fractions protéiniques chez les 15 brebis de I’expérimentation)
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Protides totaux= 70.6 g/l A/G = 0.59

-~ b -
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Protides totaux= 65.0 g/1 A/G = 0.49

Figures 50. Exemples de profils électrophorétiques normaux chez les témoins (brebis avant
I’exposition)
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Protides totaux= 56.3 g/l A/G = 0.37
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Protides totaux= 65.5 g/1 A/G = 0.27
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Figures 51. Exemples de profils électrophorétiques atypiques chez des brebis aprés
traitements métalliques
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Figure 52. Paleur des muqueuses (conjonctive et muqueuse buccale) chez la brebis n°6

Figure 53. Les brebis de I’expérimentation au sein de la bergerie
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The aim of the study was to highlight the toxic effects after lead and lead-cadmium
repeated oral exposure for nine weeks in ewes. An experiment was conducted using
“OuledDjellal” ewes during two periods: before exposure where ewes are
considered as controls and during exposure. Ten ewes were randomly divided in
two groups of five; the lead group received lead nitrate at 2.5 mg.Pb/kg/day and the
lead-cadmium group received lead nitrate at 2.5 mg.Pb/kg/day + cadmium chloride
at 2 mg Cd/kg/day orally during 63 days. Both groups were tested for their blood
lead levels and hematological and biochemical parameters before and after
receiving the treatment. Before exposure, blood lead levels were below the
detection limit of 4 pg/l. Blood levels of lead during 9 weeks of exposure varied
from 135+57pg/l to 356+147ug/l for the lead group and from 192+75ug/l to
445+294u9/1 for the co-exposed group. Mean blood lead levels of lead-cadmium
group were more elevated than the ones of the lead group. The transaminases (ALT,
AST) are high for the Pb-Cd group during the two last weeks of exposure. The rates
of hematocrit and hemoglobin decreased for the Pb-Cd group to reach a value of
28% and 8.9+0.6mg/100ml, respectively. The co-administration of Pb and Cd

resulted in a significant reduction in zinc and copper plasma contents.
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INTRODUCTION

Lead and cadmium have been recognized as the most
important environmental and industrial pollutants. They
are known for their cumulative properties in continental
ecological cycling (Rodrigues-estival et al., 2012; Javed,
2015). In many circumstances, Cd and Pb pollution co-
exists and humans and mammals may be co-exposed to
both toxics. It was shown that in blood, Cd and Pb levels
may be positively correlated (Xiao et al., 2014). The
exposure to these metals induces various pathologies in
specific target organs following their intestinal absorption
and subsequent accumulation. Pb exposure may lead to
alterations of some hematological parameters and cause
disorders in the trace mineral profile especially by
interfering with calcium (Pareja-Carrera et al., 2014) and
zinc metabolisms (Houpert et al., 1997). Biochemical
modifications at low doses have been reported in humans
(Sakai, 2000) and animals (Liu, 2003). Metals levels in
blood and urine are used for biological monitoring of
exposure and risk (Skerfving and Nilsson, 1993; Khan et

440

al., 2014). Lead chronic exposure in cattle and ewes can
be monitored by measuring blood lead and blood Zinc-
Protoporphyrins levels. (Mehennaoui et al., 1997). In
addition, several sensitive tests are used to control
exposed animals and subsequent effects on a biomarker
such haemoglobin concentration, hematocrit rate and
hepatic enzymes. Relatively few experimental exposures
to Pb and Cd have been carried out in ruminants. The
present experiment aimed to highlight the toxic effects of
a sub-chronic exposure to lead alone or combined to
cadmium in sheep as it may be possible in different
countries. To assess the health effects of the chemical
mixture compared with single contamination, we focused
on the determination of some indicators, biochemical and
hematological changes, and the interactions of heavy
metals with two elements: zinc (Zn) and copper (Cu).

MATERIALS AND METHODS

The experiment was carried out on ten OuledDijellal
non-lactating, two years old ewes, with a mean weight of
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40kg. The animals were housed in collective pens, under
similar conditions at the sheepfold of the Veterinary
Department (University of Batna 1, Route de Biskra, 05
Batna, Algeria). The animals were randomly separated
into two distinct groups of five: group 1 (Pb): received Pb;
the group 2(Pb+Cd) received Pb and Cd. The study was
conducted in two periods; during the periodl, for four
weeks, the ewes were kept without contamination. The
animals during this period acted as the control group for
the entire study. In the nine weeks following exposure
period, each of the five ewes in group 1 was given a daily
single dose of 2.5mg of Pb/kg (as lead nitrate). The ewes
in group 2 received a daily single dose of Pb and Cd
mixture (as lead nitrate and cadmium chloride), bringing
2.5mg of Pb/kg and 2mg of Cd /kg. Lead and Cadmium
oral administration was carried out every morning;
metallic salts were enclosed in gelatin capsules and placed
on the base of the tongue. The capsules were immediately
swallowed. The administration of the capsules was carried
without constraints according to animal welfare (Comité
Consultatif d’Ethique, Centre de Recherche en
Biotechnologie, Constantine). Lead, cadmium, zinc,
copper, and calcium levels were determined in hay and
granulated feed.

Sampling: Blood samples were collected (4 ml) from the
jugular vein into vacutainer tubes guaranteed free of any
trace of heavy metals. Sampling was performed before
exposure on days 0, 7, 14, 21, and during exposure on
days 28, 35, 42, 49, 56, 63, 70, 77, and 84. Blood
collection was carried in a similar way during both, pre-
treatment and treatment periods and in the Pb and Pb-Cd
groups. Four blood samples for each ewe were collected
in heparinized tubes, EDTA tubes, citrate tubes and tubes
without anticoagulant respectively for the Pb blood,
hematology, biochemical parameters, and total proteins
analysis.

Elemental analysis: The feed samples were mineralized
at 450°C. The white ashes were dissolved in diluted nitric
acid (5N). Lead and Cadmium concentrations were
estimated by the flameless atomic absorption
spectrometry (GF- AAS) and Calcium, Zinc and Copper
were measured by flame atomic absorption spectrometry
(Perkin Elmer Analyst 100).

Blood lead: The samples were diluted 1:10 in 0.05N
ultrapur nitric acid in presence of Triton X at 0.5%.
Analyses were performed using of atomic absorption
spectrometer (PerkinElmer Analyst100). The lead levels
were measured by graphite furnace with deuterium
background correction in pyrolytic heated graphite tube,
according to the technique described by Mehennaoui et al.
(1997). The limit of detection was estimated to be 4 ug /I
and the limit of quantification 12 pg/l. Calibration
standards were prepared from non-exposed sheep blood.

Zinc and copper in plasma: Flame atomic absorption
spectrometry (PerkinElmer Analyst, 100) was used for
performing zinc and copper analysis in plasma. The
determination was on 1 ml sample diluted 1:5 according
to the technique described by Mehennaoui et al. (1997).
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Hematology: Hemoglobin (Hb) and Hematocrit (Hct)
were measured. The automated method (Blood Cell
Analyzer, Beckman coulter) for the determination of Hb
concentrations was used. The Hct values (%) were
recorded using a capillary tube reader after centrifugation.

Biochemical parameters: Total serum protein, alanine
aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase
(AST) and serum creatinin levels were measured by
using Beckman Automatic biochemistry analyzer.

Statistical analysis: Two-way analysis of variance
(MedCalc v12.7.1.0 software) was used to discriminate
differences over the time (time effect) and between the
two groups (treatment effect). When ANOVA was
significant, Bonferroni test was used for mean
comparaison, significance was assessed at P<0.05.

RESULTS

Diet mineral composition and total mineral intake are
shown in Table 1. Pb and Cd contents of the diet were
below the detection limits. Cu and Zn concentrations in
hay were 4.7 and 19mg/kg, respectively. The granulated
feed values (barley and maize) were 6.7 and 4mg/kg for
Cu and 23 and 27mg/kg for Zn, respectively. Ca values in
hay and granulated feed were high.

Before exposure, mean blood lead was below the
detection limit in both groups. During the exposure
period, the means blood concentration—time profile of Pb,
after oral administration of 2.5mg/kg Pb for nine weeks
were as shown in Fig. 1 for Pb and Pb+Cd groups. Pb
blood concentrations increased during the first weeks to
reach in (Pb) group a value of 305+92ug/l in the 63 day
whereas the values in (Pb+Cd) group varied from the
lowest mean value 184+141ug/l at 70 day to the highest
level of 445+293ug /I at 63day. Because ewes had very
different Pb blood concentrations within the same group,
the group mean lead levels was not sigificantly different
among the goups (P>0.05).

The mean values for Zn and Cu in controls plasma
were 80£17ug/100ml and 85+23ug/100ml respectively
(Fig. 2 and 3). Over the first four weeks, after treatment,
Zn plasma values ranged from 79 to 96 pg/100ml in (Pb)
group and 86 to 100ug/100ml in (Pb+Cd) group (Fig. 2).
During exposure, the mean values were significantly
decreased (P<0.001), in the two groups. The patterns of
variations in plasma Cu levels (Fig. 3) were similar to
those for plasma Zn levels. Significant (P<0.01) decrease
of plasma Cu levels was observed in the two groups in
the 9™ week of exposure. ANOVA did not reveal a
significant difference between the two treated groups in
plasma zinc concentration whereas for plasma Cu there
was a significant effect of treatement (P<0.01) (Fig. 3).

Mean values of hemoglobin and hematocrit before
exposure were within the physiological values (Table 2).
In the (Pb) group a low decrease of Hb values was
observed, but no significant change compared to controls
(P>0.05). However a significant decrease was observed
in (Pb+Cd) group on day 84 (P<0.01) (Table 2).
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Fig. 3: Plasma Copper concentrations (meanSD) before and during
exposure in the two groups

Table I: Mineral composition of the foodstuffs

Hay Maize Barely Bran Total intake/day
Copper(mg/kg) 4.7 4 6.7 2.6 7.4 mg
Zinc(mg/kg) 19 27 23 51 39.2 mg
Calcium(g/kg) 26 38 35 6 29¢g
Cadmium(pg/kg) <DL <DL <DL <DL
Lead (ug/kg) <DL <DL <DL <DL

DL: Detection limit.

Mean values of Hct in (Pb) group varied from
32.243.4% before exposure to 28.8+1.3% in the 9" week;
the decrease was significant (P<0.01). The Hct levels in
(Pb+Cd) group were lower than those in the (Pb) group.
The mean value in co-exposed ewes was 35+3.3% at the
start of treatment (Table 2). We observed a decrease of
hematocrit levels to reach the value of 27.3+1.5% at the
end of the exposure. ANOVA revealed a significant effect
of time and treatment for Hb and Hct (P<0.001).
Bonferroni test revealed a significant Htc decrease in
(Pb+Cd) group on day 84 (P<0.001) (Table 2).
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Before exposure the values of serum protein, ALT,
AST and CRE corresponded to the normal physiological
range (Table 2). In the Pb group, ALT and AST values
ranged from 16.6£5.1 to 34+1.6Ul/l and from 57.8+4 to
90.4+7.1UI/1, respectively (Table 2). The increase of ALT
level was significant (P<0.01).The Pb-Cd co-exposure
caused an intense increase of liver enzymes. ALT levels
were 16.7+3.2UI/I before exposure and 37.7+1.5Ul/I at the
end of exposure. AST levels ranged from 79+25.8 to
188+103Ul/I. There was a significant difference between the
two groups for AST and ALT levels (P<0.001) (Table 2).
The evolution of ALT values were changed and a significant
increase was observed (P<0.01) during the period of
exposure. AST levels reached a mean level of 188+114 Ul
/Il with great variation in the co-exposed group in 8 week.

Serum creatinin and protein levels in Pb group
corresponded to physiological values.We observed a
significant increase of serum creatinin levels for the two
groups(P<0.05) mainly during the last week of exposure
(Table 2). Total proteins ranged from 71.3+1.3 to
70.6+3.6 g/l in Pb group, and from 71.3+2.5 to 68.3+5.9
g/l in co-exposed group (Table 2).

DISCUSSION

We have designed our experimental conditions in
order to simulate a repeated low feed exposure to provide
detectable Pb blood concentrations and avoid a clinical
intoxication : animals received daily low metallic salts
doses orally to reproduce a diet exposure. The dosage of
2.5mgPb/kg body weight corresponds to contaminated
ruminants forage of 50 mgPb /kg, dose for a daily
consumption of 2 kg of forage in sheep.

Lead poisoning is one of the most frequently reported
causes of poisoning in livestock at pasture (Pareja-Carrera
et al.,, 2014). Ewes were selected as the experimental
animals, as a good model for ruminants; it allows us to
perform the necessary blood samplings.

The diet composition revealed that the animal feeding
was uncontaminated. Forage in uncontamined area contents
of Pb and Cd were below 1 mg /kg of dry matter . Animal
feed has not substantially contributed to any change in the
exposure doses. Tolerate levels in animal feed is 0.5mg/kg
for Cd and 30 mg/kg for Pb (Liu, 2003). Our results
showed that blood Pb levels increased in both groups
during treatment. These results are in agreement with
repeated oral low dose exposure of trace metallic, singly or
in combination (Mehennaoui et al., 1997). Gradual increase
in blood Pb levels was recorded. In the (Pb+Cd) group,
concentrations reached a greater level (445+293ug/l) than
that in the (Pb) group (30592 ug/l). The levels indicative
of clinical poisoning (>350ug/1) (Rodrigues-estival et al.,
2012) were observed in the (Pb) group in the 9™ week and
in the (Pb+Cd) group in the 4" week. Our results also
showed that in the co-exposed group, Pb blood
concentrations have exceeded the threshold base line (about
33% of all samples) while no external signs of apparent
toxicity was observed in all corresponding ewes. Indeed,
clinical signs are not always correleted to blood Pb
concentrations (Waldner et al., 2002). Cattle and sheep
tolerated up to 5 mg/kg body weight for at least a year
without showing any clinical signs (Payne and Livesy,
2010). Lane et al. (2015) reported that some co-exposed
cattle to Cd and Pb had a poor general condition.
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Table 2: Hematological and biochemical modifications before and during lead and cadmium repeated oral administration in ewes

Before exposure During exposure ANOVA

Parameters Groups Day 28 Day 56 Day 84 Treatment Time

Pb 11+0.9 11.2+1.2 9.3+0.6 ok ok
Hb (g/100ml) Pb-Cd 11.2+0.9 9.7+0.4 8.9+0.6

Pb 322434 342432 28.8+1.3 ok ok
Het (%) Pb-Cd 35433 29.8+1.5 27.3%1.5

Pb 16.6%5.1 21.8£1.3 34+£1.6 ok ok
ALT (UI/1) Pb-Cd 16.7+3.2 27.8+1.9 37.7£15

Pb 57.8+4 78.818 90.447.1 ok NS
AST (UI/l) Pb-Cd 79+13 188+114 14720

Pb 1119 9.8%1.6 13+1.6 NS *
Creatinine (mg/l) Pb-Cd 12.2+0.8 9+2.4 13.7+1.5

Pb 71.3£1.3 69.844.1 70.63.6 ok *
Total Proteins (g/l) Pb-Cd 71.3£25 67.6%7.3 68.3+5.9

In each group there was 5 animals. Hb=Hemoglobin; Hct=Hematocrit; ALT=Alanine aminoTransferase; AST=Aspartate aminotransferase; NS=Non

Significant: P>0.05; *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001.

It is known that the nature of metallic salts changes
the metal level in blood. Nitrate as well as acetate had a
good solubility which influence positively the
bioavailability of Pb. Our results were not in agreement
with those found by Mehennaoui et al. (1997); the mean
concentrations reached 122+36ug/l in the Pb group during
the plateau.Those authors used Pb as chloride and
lactating ewes as animal model, knowing that the
excretion of Pb in milk could influence negatively levels
of Pb bood.

Previous studies showed that Pb blood level was
significantly reduced with concomitant Cd exposure
(Pb+Cd) (Mehennaoui et al., 1997; Batool et al., 2014).
Toxicokinetic interactions were observed at high dose
metal mixture exposures and the duration of exposure is
critical in evaluating the interactions of metal mixtures
particulary at low dose levels (Gensheng and Bruce,
2008), which could explain the elevated blood Pb levels
detected in the co-exposed group. Additionally, dietary
deficiency of essential trace elements without exogenous
supplementation had a positive effect on Pb and Cd
absorption, and therefore their toxicokinetics. Pb and Cd
have long been known to alter the haematological system.
From the 8™ week of exposure, the co-exposed group
revealed a paleness of the mucous membranes which
could correspond to anemia.The anemia induced by lead
results primary from both inhibition of heme synthesis
and reduction of erythrocyte survival. Shortened life span
of red blood cells is thought to be due to increased
mechanical fragility of cell membrane (Randa et al.,
2012). As hematological effects we showed significant
(P<0.05) decrease of Hb concentration and Het mainly in
the (Pb+Cd) group in the last week. This report suggests
that, the administration of combined treatments of Pb and
Cd may be accountable for these hematological effects
and in addition the heavy metal accumulation in kidney,
spleen, and liver might suppress the activity of these
hematopoietic tissues (Yuan et al., 2014) and lead
indirectly to anemia. Co-exposure(Pb+Cd) induced
significant elevations in serum transaminases (ALT,
AST) levels at the three last weeks of exposure (Table 2).
In the Pb group, in spite of the increase of enzyme serum
levels, the values were still in the physiological ranges.
The levels in the co-exposed group were higher than in
the Pb group (P<0.01). The increase in ALT and AST
serum levels confirmed the damaging effects of metallic
salts on liver cells. Our results are in agreement with other
works, which showed that Pb and Cd caused increases of

ALT and AST in exposed animals.This increment in
enzyme activities is mainly due to the leakage of these
enzymes from the liver cytosol into the blood stream.
Similar findings of increased ALT and AST were reported
by Mehana et al. (2012) who found that cell damage
exhibited good correlation with the enzyme leakage.
Experience also shows that total protein concentration
higher than 65g/l is highly indicative of chronic
inflammatory reaction when corporal index is low (Braun
et al., 2010). No change attributable to the administration
of Pb and Cd in serum total proteins, in spite of the
increase, values still in the standard ranges.This fact
suggests that low- metallic trace elements exposure for 9
weeks, singly or combined, had not an adverse effect that
could change protein and free amino acids metabolism
and their synthesis in liver.

It is well established that kidneys represent the major
targets of Pb and Cd toxicity (Ferraro et al., 2010; Randa
et al., 2012). The serum creatinin corresponded to the
normal physiological range until the last week where a
low increase was detected. Creatinin is known as a good
indicator of renal function, i.e., rises in creatinin means an
obvious damage to functional nephrons (Yuan et al.,
2014) but not an early indicator of decreased kidney
function (Braun et al., 2010).

Relationship between the status of Zn and Cu in
blood and the exposure to Pb and Cd was examined.
Compared with the controls, Pb and Pb-Cd exposures
resulted a significant decrease in plasma Zn and Cu levels
following 5 weeks of exposure. It was also observed that
increasing Pb blood concentration decreases Zn and Cu
concentrations.The decrease was found higher for Cu
level in the co-exposed group than that in Pb (Fig. 3).
Several previous studies demonstrated that Pb and Cd can
interact with essential trace element. These interaction can
take place at different stages of absorption, distribution in
the organism, and excretion of both essential elements and
at the stage of Zn and Cu biological functions (Noél et al.,
2004). Because they have the ability to compete with the
divalent metal carriers of Zn and Fe, toxic heavy metals
decrease the reabsorption of these essential oligo-metals
(Barbier et al., 2005). Such competition could induce
severe deficiency. Lin et al. (2011) reported exposure to
Pb and Cd induced increase in urinary Zn and Cu
excretion, which may be due to the impaired tubular
capacity for the reabsorption and decrease of glomerular
filtration. Chronic moderate exposure to Pb decreased
serum Zn, calcium and, to a lesser extent, Cu levels



(Pizent et al., 2003). At low-dose exposure, impaired
metal homeostasis can be an important sensitive indicator
of Pb and Cd exposure as this exposure increases the
related variations in the hepatic storage of various
essential trace element in rats (Noél et al., 2004). Up-
regulation of divalent metal transporters following chronic
ingestion of Pb and Cd was found to disturb the
homeostasis for essential metals, thus illustrating the
complex interplay between heavy metals and essential
metals (Min et al., 2008). Renal excretion is one of the
most important routes of elimination in essential trace
elements and the exposure to Pb and Cd induced an
increase in urinary Zn and Cu excretion, which may be
due to the impaired tubular capacity for the reabsorption
and decrease of glomerular filtration (Lin et al., 2011).

Conclusions: The present research shows that elevated
blood Pb was accompanied by changes in sensitive
biologic markers of Pb poisonning, which also explains its
impact on different organs and systems. The adverse
effects induced by low oral Pb exposure for 9 weeks were
increased with concomitant Cd exposure. Further
investigations are needed to correlate the toxic effects
when the animals are exposed for a long term and at low
doses to more than two metallic traces.
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interpreted the data and approved the final version.
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