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Caractérisation du stress oxydant chez le crabe chinois
Eriocheir sinensis exposé au cadmium.
Systémes antioxydants impliqués dans le processus d’acclimatation

BERLAGE Laure

Résumé

La résistance des organismes aquatiques a des concentrations élevées en cadmium peut étre
augmentée chez des individus chroniquement exposés a ce métal. Afin de comprendre les
mécanismes impliqués dans ce processus d’acclimatation chez le crabe chinois Eriocheir
sinensis, nous avons caractérisé le stress oxydant dans différents tissus aprés une exposition
aigué (500 pg Cd/l pendant 3 jours), chronique (10 ou 50 pg Cd/l pendant 30 jours) ou
chronique suivie directement par une contamination aigué. La peroxydation des lipides LPO
ne présente pas d’augmentation significative dans aucune condition ni dans aucun organe
étudié (hépatopancréas, branchies antérieures et postérieures). Les branchies antérieures sont
les organes les plus sensibles au cadmium. Dans celles-ci, une augmentation significative des
niveaux de glutathion total GSH a été observée aprés des expositions chroniques et aigués
(214,1 = 243,3 nmol GSH/g tissu et 855,1 + 643,1 nmol GSH/g tissu) par rapport au groupe
controle (45,1 £ 72,0 nmol GSH/g tissu). Chez ces mémes individus, nous remarquons
également une augmentation significative de I’activité de la glutathion S-transférase GST
(74,4 £ 20 nmolCDNB/min/mg prot et 103,7 &+ 35,98 nmolCDNB/min/mg prot contre 38,5 +
20,3 nmolCDNB/min/mg prot pour le groupe contrdle). L’activité de la glutathion peroxydase
GPx augmente de fagon significative uniquement en condition aigué (5,9 = 2,3 nmol
NADPH/min/mg prot contre 2,3 + 1,8 nmol NADPH/min/mg prot pour le groupe contrdle).
Par contre, aucune différence significative n’a €t€ mise en évidence pour la glutathion
réductase GR, la catalase CAT et la superoxyde dismutase SOD. Dans un deuxi¢éme temps,
nous avons utilisé 1’analyse protéomique dans le but de déceler d’éventuelles protéines
carbonylées par la méthode des gels 2D. Une dérivatization au DNPH (2,4-
dinitrophenylhydrazine) et 1’utilisation d’anticorps spécifiques ont permis de détecter les
groupements carbonyles de ces protéines. Ainsi, nous avons pu observer qu’une exposition au
cadmium augmente le degré de carbonylation des protéines au sein des branchies antérieures.
Ce travail suggére que le cadmium induit un stress oxydant complexe dans les branchies du
crabe chinois. Le type d’exposition (aigué¢ ou chronique) appelle des réponses différentes.
Ainsi, le GSH total et la GST agiraient en premiére ligne de défense mais également dans une
défense a long terme et expliqueraient en partie une résistance accrue au cadmium. Par contre
la GPx interviendrait uniquement dans une réponse rapide et a court terme.
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Oxidative stress in the Chinese mitten crab Eriocheir sinensis.
Antioxidative systems explaining acclimation

BERLAGE Laure

Abstract

An increase resistance to an elevated cadmium exposure can be observed in aquatic
organisms chronically exposed to this metal. In order to investigate mechanisms involved in
acclimation process in the Chinese crab Eriocheir sinensis, we characterised the oxidative
stress status in different tissues after direct acute exposure (500 pg Cd/I for 3 days), chronic
(10 or 50 pg Cd/l for 30 days) or chronic, immediately followed by acute, exposure. Lipid
peroxidation LPO did not show any significant increase in any conditions nor in any studied
organs (hepatopancreas, anterior and posterior gills). Anterior gills are the most sensitive
organs to cadmium. In these gills, a significant increase of total glutathion GSH level was
observed after acute and chronic exposure (214,1 + 243,3 nmol GSH/g tissu and 855,1 +
643,1 nmol GSH/g tissue) compared to controls (45,1 + 72,0 nmol GSH/g tissue). In the same
crabs, we also observed a significant increase of the glutathione S-transferase GST activity
(74,4 £ 20 nmolCDNB/min/mg prot and 103,7 £ 35,98 nmolCDNB/min/mg prot against 38,5
+ 20,3 nmolCDNB/min/mg prot for controls). Activity of glutathione peroxidase GPx
increased significantly only after acute contamination (5,9 = 2,3 nmol NADPH/min/mg prot
against 2,3 + 1,8 nmol NADPH/min/mg prot for controls). On the other hand, no significant
difference was shown for glutathione reductase GR, catalase CAT and superoxide dismutase
SOD. Secondly, we used proteomic analysis to point out possible oxidized proteins using 2D
gels. DNPH derivatization and specific antibodies allowed the detection of carbonyl groups
on proteins. By this mean, we observed that cadmium increases the degree of protein
carbonylation in anterior gills. The present work demonstrates that cadmium induces a
complex oxidative stress in Chinese crab gills. Different responses occur depending on the
type of exposure (acute or chronic). Thus, GSH and GST would act in short and long term
defence against cadmium exposure and would partly explain increased resistance to this
metal. On the contrary, GPx would take place only in rapid and short term response.
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Liste des abréviations

ADN - acide désoxyribonucléique

Ag — argent

APS -

BCS — bathocuproine disulfonic acid

Ca — calcium

CAT - catalase

Cd - cadmium

CDNB - 1-chloro-2,-dinitrobenzéne

CHAPS — 3-3((3-cholamidopropyl)dimethylammonio)-1-propanesulfonate
Cl — chlore

Cu - cuivre

DNP - 2,4-dinitrophényl hydrazone

DNPH - 2,4-dinitrophénylhydrazine

DTNB - 5,5’-dithiobis (2-nitrobenzoic acid)

DTT - dithiothreitol

ECL — chémiluminescence

EDTA — étylenediaminetétraacetic acid

GPx — glutathion peroxydase

GR - glutathion réductase

GSH - glutathion réduit ou gamma-glutamylcysteinylglycine
GSSG - glutathion oxydé

GST - glutathion S-transférase

H,0, — peroxyde d’hydrogéne

HAPs — hydrocarbures aromatiques polycycliques

Hg — mercure

IEF — focalisation isoélectrique (iso-electric focusing)
IPG — gradient de pH immobilisé (immobilized pH gradient)
LOOHs — hydroperoxydes lipidiques

LPO- peroxydation des lipides

MDA — malondialdéhyde

mM — millimolaire

MTs — métallothionéines

Na — sodium

NADP"- nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
NADPH - nicotinamide adénine dinucléotide phosphate, forme réduite
NBT - nitroblue tétrazolium

NH; — ammonium

nmol — nanomole

NO; — nitrite

NO; — nitrate

O," — anion superoxyde

OH’ — radical hydroxyle

PDI — protéine disulfure isomérase

ROH - alcool

ROOHs — peroxydes organiques

ROS - espece réactive de I’oxygeéne




SAB — sérum albumine bovine

SDS — sodium dodécyl sulfate

SOD- superoxyde dismutase

SSA — acide 5-sulphosalicylique

TBA - acide thiobarbiturique

TBARS - thiobarbituric acid reactive substance
TCA - acide trichloroacétique

TEMED - tétraméthyléne diamine

TiOSO4 — oxysulfate de titane

Tris — Tris-(hydroxyméthylamino-méthane)
U — unité

Zn — zinc
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Figure I.1. Crabe chinois Eriocheir sinensis




Premiére partie : Introduction

Introduction

Beaucoup de cours d’eau, y compris les fleuves belges, sont pollués par des déchets agricoles,
industriels et domestiques. Ces déchets comprennent généralement une grande variété de
polluants organiques et inorganiques incluant les huiles, les graisses, les plastiques, les
phénols, les métaux lourds et les particules solides en suspension. Cet incroyable déversement
de produits meéne inévitablement a des perturbations environnementales pouvant é&tre
considérées comme des sources de stress potentielles pour les communautés biotiques.

Le contact constant des organismes avec divers contaminants présents dans leur milieu de vie
est susceptible de mener a un processus d’acclimatation, défini comme une augmentation de
la tolérance des individus exposés a une concentration élevée, généralement létale d’une
substance toxique, suite a une exposition chronique a une concentration sublétale de cette
méme substance (McDonagh et Wood, 1993). _
Parmi les métaux lourds, ’accumulation de cadmium dans les cours d’eau peut étre
responsable d’une importante augmentation d’espéces réactives de 1’oxygeéne dans les tissus
des invertébrés et vertébrés aquatiques. Suite a cela, les organismes mettent en place des
systémes de défense pour contrer les dommages d’un stress oxydant (attaque des constituants
cellulaires comme les protéines, les lipides et les acides nucléiques).

Le crabe chinois Eriocheir sinensis, puissant osmorégulateur, de par ses extraordinaires
migrations de reproduction, est susceptible d’étre en contact avec de nombreux polluants et
donc de subir des dégats cellulaires ainsi que de mettre en place une résistance accrue aux
contaminants.

C’est dans ce contexte général que nous allons étudier le role des enzymes antioxydantes et
I’oxydation des protéines dans le processus d’acclimatation chez ce crustacé décapode.

1 Le modeéle biologique : le crabe chinois Eriocheir
sinensis

1.1. Introduction
1.1.1. Caractéristiques générales

Le crabe chinois est originaire d’Asie et plus précisément de la province de Fukien en Chine,
au nord de la péninsule coréenne. On le reconnait a sa carapace verte olive voire brune claire,
parfois tachetée et aux poils situés sur les pinces des juvéniles et des adultes (Figure 1.1). Sa
classification se résume comme suit :

Phylum : arthropodes
Sous-phylum : crustacés
Classe : malacostracés

Sous-classe :  eumalacostracés
Super-ordre :  eucarides

Ordre : décapodes
Infra-ordre :  brachyoures
Super-famille : grapsidoidés
Famille : grapsidés
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Genre : Eriocheir
Espece : Eriocheir sinensis

Espéce catadrome, les crabes adultes matures vivant en eaux douces migrent vers les eaux
maréales afin de s’y reproduire. Au printemps, les larves sont libérées et vont se
métamorphoser en crabes juvéniles qui migreront vers les estuaires et plus tard vers les eaux
douces (Rudnick et al, 2003). Le crabe chinois vit entre un et cing ans dans les riviéres et est
destiné & mourir apres la saison de reproduction (Panning, 1938).

1.1.2. Distribution et abondance

Ce crustacé décapode pose une réelle menace pour les écosystémes marins et dulcicoles. II est
considéré comme une peste en Europe et a été découvert pour la premiére fois en Allemagne
en 1912 (Veldhuisen, 1999). Depuis, il pullule dans les riviéres belges, frangaises,
portugaises, luxembourgeoises, anglaises, polonaises (Normant, 2000) et autres pays
européens nordiques (Rudnick et al, 2003). La population de crabes chinois a cependant
légérement diminué dans les années 40 en Europe suite a une augmentation de la pollution des
eaux'.

Cette espéce fut récemment introduite en Amérique du Nord, dans la Baie de San Francisco
(Veldhuizen, 1999) ainsi qu’a Hawai (Panning, 1939). Son introduction est due aux activités
humaines ; qu’elle soit volontaire pour le marketing ou involontaire via les ballasts des
bateaux (Normant, 2000). Le succes de I’invasion du crabe chinois dans ces différents pays
est influencé par les conditions comparables entre les régions d’origines et celles envahies,
par leur faculté a tolérer d’importantes variations de température et de salinité ainsi que par
les niches écologiques inoccupées en Mer du Nord et dans les estuaires (Panning, 1939).

1.1.3. Impacts de I’introduction du crabe chinois

L’introduction du crabe chinois en Europe et en Amérique du Nord présente des
conséquences économiques et écologiques.

Son comportement a creuser pour se protéger des prédateurs provoque l’érosion et une
instabilité des berges et des digues (Herborg, 2003). La population importante de crabes
juvéniles dans les eaux marines perturbe le secteur de la péche en provoquant une usure des
filets. Certains pécheurs récoltent jusqu’a 200 crabes par prise’. Dans les estuaires, ils
perturbent les sports nautiques et la péche a la crevette. On estime I’impact financier s’élevant
a plus de 80 millions d’euros depuis 1912

L’impact potentiel le plus dommageable est sans doute écologique. En effet, I’importante
population de ce crustacé provoque un changement dans la structure des communautés
d’invertébrés au sein des estuaires et des eaux douces que ce soit par une prédation directe ou
indirecte. Caractérisé par un régime omnivore, le crabe chinois se nourrit aussi d’ceufs de
poissons tels que ceux de I’esturgeon, de la truite ou du saumon’.

Pendant leur migration, les crabes peuvent parcourir jusqu’a 11,5 km/jour et traverser les
terres humides afin d’éviter les barrages (Herborg, 2003). Ils colonisent ainsi de nouveaux
bassins hydrographiques (Rainbow, 2005).

1

http://www.wsg.washington.edu/outreach/mas/nis/mittencrab.html|
2 http://www.issg.org/database/species/ecology.asp?si=38& fr=1&sts=

3 http://www.pac.dfo-mpo.gc.ca/recfish/Species/exotic_f.html




Figure I.2. Phyllobranchies de crabes chinois Eriocheir sinensis en microscopie électronique
(Gilles et al, 2006).

Figure 1.3. Courant d’eau dans la cavité branchiale chez les crustacés décapodes (Gilles et al,
20006).
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Ce crustacé présente aussi un impact sur la santé humaine car il est I’hote secondaire de la
Douve des poumons Paragonimus westermani. Fort heureusement, le climat trop froid en
Europe empéche la survie de I’espéce de mollusque servant d’hdte primaire au parasite et
prévient donc toute dissémination (Rainbow, 2005).

Le contrdle des populations de crabes chinois est cependant rendu difficile par son abondance,
son omniprésence, son taux €levé de reproduction et son importante tolérance aux variations
environnementales (Rudnick et al, 2003).

1.2. Physiologie branchiale

Le crabe chinois Eriocheir sinensis se retrouve dans des milieux bien différents au cours de sa
vie suite aux migrations de reproduction. Les mécanismes de régulations ioniques sont donc
distincts que I’animal se trouve en milieu marin ou dulcicole. En effet, le crabe est
osmoconforme dans le premier milieu et hyperosmorégulateur dans le second. Chez les
crustacés décapodes hyperosmorégulateurs, nous distinguons deux types de branchies : les
branchies antérieures et les branchies postérieures. Celles-ci différent par leur morphologie et
leur physiologie respective au sein de I’individu, il est donc nécessaire d’en détailler leur rdle.

Le crabe chinois possede 8 paires de phyllobranchies (Figure 1.2). Leur organisation
anatomique particuliére, en général plissée, leur permet d’obtenir une surface d’échange
considérable dans un volume relativement peu important. Elles sont logées dans la cavité
branchiale qui les protége des agressions externes (Gilles et al, 2006).

1.2.1. Branchies antérieures

Les cinq paires de branchies les plus antérieures sont dites « respiratoires » car ne s’opére
aucun transport actif de Na™ et de CI". Ces structures présentent un épithélium beaucoup plus
fin comparé aux branchies postérieures. Leur role essentiel sera donc d’oxygéner le sang de
I’organisme. L’eau entre dans les cavités branchiales par des fentes situées au niveau des
pattes et ressort par un passage exhalant situé en avant, au niveau de la bouche et ou les
scaphognatites (épipodite au niveau de la seconde maxillaire) créent par leurs mouvements un
courant sortant (Figure 1.3). Le mouvement d’eau au niveau des branchies s’effectue a
I’inverse du mouvement de I’hémolymphe (Figure 1.4). Ce systéme permet d’obtenir une
meilleure extraction de 1’0, (Hour, 1966).

Concernant les mouvements ioniques, les branchies antérieures sont perméables au Na*. Ce
cation entre de maniére passive a I’intérieur de la cellule épithéliale et crée de ce fait une
différence de potentiel (ddp) négative a I’extérieur. Il traversera ensuite le pdle basolatéral par
’intermédiaire d’une Na'/K'-ATPase pour arriver dans 1’hémolymphe. Le Na® diffuse
¢galement via des espaces paracellulaires (Silvestre, 2005) (Figure 1.5). Concernant les
mouvements de I’ion CI’, aucun flux n’a pu étre observé a travers la membrane apicale.

1.2.2. Branchies postérieures

Les 3 paires de branchies les plus postérieures sont dites « osmorégulatrices » et sont
responsables du transport des deux ions cités précédemment. Leur épithélium présente des
cellules pavimenteuses ainsi que des ionocytes dont les membranes plasmiques forment des
invaginations souvent profondes et extrémement plissées augmentant largement la surface et
permettant ainsi une expression plus large de canaux et transporteurs. Ces invaginations sont
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Figure 1.4. Trajet a contre-courant de 1’eau et de I’hémolymphe chez les crustacés décapodes
(Hour, 1966).
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Figure I.5. Modele fonctionnel d’une branchie antérieure de crabe chinois Eriocheir sinensis
adapté a I’eau douce (d’apres Péqueux et Gilles, 1988)
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Figure 1.6. Modéle fonctionnel d’une branchie postérieure de crabe chinois Eriocheir sinensis
adapté a I’eau douce (d’apres Gilles et al, 2006).




Tableau I.1 : propriétés physiques du Cadmium

Symbole chimique
Forme
Caractéristiques
Point de fusion
Numéro atomique
Poids atomique
Densité

Rayon ionique

Cd

Blanc, léger

malléable, flexible, ductile
E ¥ . 1

48

112,41

8,64 g/cm’

97 pm
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en outre remplies de mitochondries, mettant la source d’énergie a portée directe des sites de
transport actif qui 1’utilisent (Gilles et al, 2006).

L’entrée de NaCl a la face apicale de 1’épithélium branchial implique essentiellement un
échangeur HCO57/CI" localisé au niveau des cellules pavimenteuses pour le Cl et un canal Na*
couplé a Pactivité d’une H'-ATPase localisés au niveau des cellules riches en mitochondries
pour le Na* (Gilles et al, 2006). Il semble que ces deux ions entrent également via un
cotransport Na'-K*-2CI" au niveau de la membrane apicale. Les ions CI” traverseront la
membrane basolatérale pour se retrouver dans I’hémolymphe via des canaux chlorure suivant
un gradient électrochimique en K*. La Na'/K'-ATPase permettra le transport des ions Na®
vers ’hémolymphe (Figure 1.6).

2 Le Cadmium

2.1. Introduction

Le Cadmium est un métal lourd placé dans le groupe IIb des éléments de transition dans le
tableau périodique. Il est fréquemment associé au Zinc. La production de cadmium n'a de
cesse d'augmenter et a atteint 19 700 t an™ en 2000. La Belgique est le 3éme producteur de
cadmium au monde, derriére le Japon et le Canada, avec 1573 tan™ en 1993 (OCDE, 1994) et
le 2éme consommateur mondial aprés le Japon. La prise de conscience concernant les effets
néfastes de ce métal s’est faite au début des années 50. On observe ainsi une diminution dans
la production et la consommation dés 1960 jusqu’a nos jours4.

2.1.1. Propriétés et utilisations

Le cadmium a un poids atomique de 112,4 et un point de fusion de 321°C (tableau I.1). A
’état naturel, il peut se présenter sous deux degrés d’oxydation (0 et +2); toutefois on
observe rarement le cadmium au degré 0 (état métallique). Son temps de demi-vie dans
I’environnement est de 10 a 25 ans. Son rayon ionique, de 97 pm, est proche de celui du
calcium ce qui explique la facilité avec laquelle il prend la place de ce dernier dans divers
processus physiologiques.

Dans la nature, le cadmium se trouve sous forme de traces ou d’impuretés (<0,3%) dans le
minerai de zinc ou sphalérite (ZnS). Ce métal ne se dégrade pas dans I’environnement, mais
sa mobilité, sa biodisponibilité et son temps de séjour dans différents milieux peuvent subir
I’influence de processus physiques et chimiques. Les principales causes naturelles de
pénétration du cadmium dans I’atmosphére sont le transport éolien de particules du sol, les
incendies de foréts et les émissions volcaniques. Il est donc naturellement présent dans 1’air,
I’eau, le sol et les aliments. A 1’échelle planétaire, on estime que les émissions naturelles de
cadmium sont d’environ 1300 t par année. On estime aussi que les activités humaines rejettent
dans I’atmosphere de 3 a 10 fois plus de cadmium que les sources naturelles (Nriagu, 1988).

Ses caractéristiques remarquables telles que sa grande résistance a la corrosion, son faible
point de fusion et sa conduction électrique font du cadmium un excellent composé résistant
aux produits chimiques et aux hautes températures. Il est aussi largement utilisé dans les
alliages, les pigments et les stabilisants ainsi que dans les batteries au Nickel-Cadmium

* www.cadmium.org




Premiére partie : Introduction

rechargeables. Suite & sa capacité a absorber les neutrons, ce métal est également employé
dans les réacteurs nucléaires.

2.1.2. Exposition et pollution

A. Pollution atmosphérique

Dans I’atmosphére, les composés du cadmium tel que 1’oxyde de cadmium sont surtout
présents sous forme particulaire. Ces particules ont un temps de séjour trés bref dans la
troposphére (de 1 a 4 semaines) et sont extraites de 1’air sous forme de dépdts humides et
secs.

La production majeure du cadmium atmosphérique étant due aux activités humaines, les plus
hautes concentrations de ce métal sont mesurées dans les villes industrielles et dans le
voisinage des exploitations d’extraction par fusion (Fleischer, 1974). 1l est aussi présent dans
la fumée de tabac et constitue ainsi une des plus importantes sources d’exposition au
cadmium pour les humains. Chaque cigarette contient approximativement de 1,5 a 2 pg de Cd .
desquels 70% se retrouvent sous forme de fumée (Fleischer, 1974).

La prise de cadmium par 1’alimentation est d’environ de 35 a 90 pg/jour. On observe des
symptomes de toxicité, tels que des problemes intestinaux, des dysfonctionnements du foie,
des dommages rénaux ou des problémes osseux lorsque I’exposition alimentaire atteint des
concentrations critiques de I’ordre de 250 a 300 pg/jour. De tels symptomes furent observés
chez des fermiers japonais suite a une consommation de cadmium s’élevant de 600 & 1000
pg/jour. Cette maladie, appelée communément maladie de itai-itai, était causée par
I’ingestion de riz hautement contaminé au cadmium. Les plants de riz avaient été irrigués avec
de I’eau s’écoulant en amont de mines de zinc.

Bien que I’exposition au cadmium par voie alimentaire puisse étre importante, 1’inhalation
est beaucoup plus dangereuse que 1’ingestion. En effet, par cette voie, le métal est directement
en contact avec les organes vitaux. Le cadmium inhalé peut ainsi causer de I’emphyséme et
des pneumonies. D’autres symptdomes comme une diminution des fonctions immunitaires
réduisant ainsi la résistance aux virus et aux bactéries ainsi qu’une augmentation du risque de
cancer des poumons ou de la prostate furent également observés.

B. Pollution des sols

La pollution des sols par le cadmium est surtout due a I’épandage de fertilisants au phosphate
et aux précipitations. L’accumulation du cadmium par les plantes varie en fonction de
I’espéce et de la variété des végétaux. Le facteur le plus important contrdlant la
consommation de cadmium par les plantes est le pH du sol. En effet, plus celui-ci est bas, plus
la prise sera favorisée. On observe également que le déplacement du cadmium et son
accumulation potentielle dans les organismes vivants augmentent lorsque la teneur en
matiéres organiques est faible et lorsque la taille des particules et la teneur en humidité sont
élevées. La phytotoxicité du cadmium se manifeste par une réduction de la photosynthese, la
nécrose et le rachitisme. On observe une absence de développement et d’élongation des
racines chez des semis exposés a des solutions de sels de cadmium.

C. Pollution du milieu aguatique

Dans les milieux aquatiques, la mobilité et la biodisponibilit¢ du cadmium s’accroissent
lorsque le pH, la dureté, la concentration de matiéres en suspension et la salinité sont faibles
et lorsque le potentiel redox est élevé (Bjerregaard, 1994). Ainsi, lors du passage d’un milieu




Tableau 1.2 : Concentration en cadmium dans différents fleuves et estuaires (Cd D; cadmium
dissous ; Cd P : cadmium particulaire)

Région amont Région aval {zone de mélange)

Cab CaP Max Ca D CdP Reference

(ng/) fanghi)’ (o g -
Amazone 50 Bayle o of., 1332
Léna 312 34 i Guieu et ., 1996
Mississipi 18-20 33 Shilter & Boyle, 1091
Saint-Laurent 11-18 4 0.3-5 25 0.2-0.5 Cossa, 1980
Laire 24 ES 80 ‘ 0.47 g Boutierer oZ., 1993
Gironde {1884-1985)  20-100 g _6-14 400 1 Jouannean of o, 1990
Gironde (1994} 40-70 1.8-7 120 0.53 Kraepiel o 2/, 1094
Rhane {1995) 5-38 0,2-1,5 ; Thomas & Hiang, 1936
Rhdre {1996} A 55 0.8 : Elbaz-Poulichet ez of.,, 1996
Escaut o 20 8.8 S D 3.3 Baeyens, 1998

Ebee 40 58 ? Guisuer &, 15991




Premiére partie : Introduction

estuarien a un milieu marin, on observe une augmentation de la proportion des espéces
solubles de chlorure de cadmium tel que CdCl, CdCl,, CdCI;. Toutefois, I’absorption du
cadmium dans les eaux marines est plus lente que dans les eaux douces et estuariennes suite a
sa concurrence avec le calcium. On observe ainsi que la composition ionique du milieu
environnant affecte I’accumulation de cadmium dans 1’organisme a 4 niveaux différents : (1)
en affectant la spéciation du cadmium et de ce fait la biodisponibilité de celui-ci dans le
milieu ; (2) par la compétition pour les sites des ions spécifiques présents dans le milieu (ex.
calcium) ; (3) en affectant les propriétés générales de perméabilité des surfaces externes ; (4)
en changeant la capacité de liaison du cadmium aux tissus (Bjerregaard, 1994).

La contamination par le cadmium des eaux douces et marines pose de sérieux problémes car
celui-ci s’y retrouve en quantités importantes. Les concentrations dites naturelles varient entre
15 et 120 ng Cd/l (Devos, 1998) (tableau 1.2). La pollution au cadmium en Belgique est
principalement inféodée au bassin sidérurgique de Lieége. On note une concentration moyenne
inférieure a4 0,2 pg Cd/l au niveau de la station de pompage de Tailfer, par contre celle-ci
s’éléve a 0,9 ug Cd/l a Liege. Cette valeur est tout de méme inférieure au seuil de potabilité
de la Société¢ Wallonne de Distributions d’Eau (<5 pg Cd /1).

Plusieurs études sur la létalité du cadmium et sur sa toxicité sur la reproduction ont montré
que les crustacés étaient les plus sensibles au cadmium alors que les larves d’insectes étaient
les plus tolérantes. Chez le poisson, le cadmium a des effets sur la croissance, la reproduction,
les fonctions respiratoires et I’osmorégulation (Devos, 1998). Ainsi, lors d’une contamination
aigue, ce métal perturbe la balance calcique aux niveaux des branchies (Zohouri, 2001).

2.2. Toxicité du cadmium

2.2.1. Introduction

A. Voies d’entrée du cadmium

Le cadmium est un toxique cumulatif : I’excellente solubilité de cet élément dans les acides
faibles explique pour une large part son absorption dans I’organisme.

Chez les mammiféres marins et animaux terrestres, le cadmium rentre dans 1’organisme par
ingestion ou inhalation.

Chez les poissons et les invertébrés aquatiques, les branchies et 1’intestin sont les principaux
sites d’absorption du cadmium mais aussi les obstacles prédominants pour contrdler les
mécanismes d’absorption des métaux disponibles dans le milieu externe ou dans les proies
contaminées. (Schoenmakers, 1992 ; Andres, 2000).

B. Stockage

Chez les animaux terrestres, 5% du cadmium sont résorbés au travers de 1’appareil gastro-
intestinal et viennent s’accumuler dans le foie et le cortex rénal.

Chez les poissons, les branchies sont les premiers organes a stocker et a transférer le cadmium
vers le compartiment sanguin. Le métal se retrouve par la suite dans le foie ou il se lie avec
des métallothionéines puis est transféré vers le rein (Lock et Janssen, 2001). Celui-ci est
I’organe principal d’accumulation de beaucoup de métaux suite a son importante irrigation
sanguine. .
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Les métallothionéines sont des protéines de faible poids moléculaire (<1000 daltons)
permettant le processus de désintoxication des cellules. Plusieurs études ont montré que le
cadmium induit la synthése de ce type de protéine (Lock et Janssen, 2001 ; Pérez-Coll et al,
1999).

Bien que les muscles forment environ 60% du poids total du poisson, le cadmium présente de
faibles concentrations dans ce compartiment. Ceci peut s’expliquer par le taux trés élevé de
décontamination dans ce tissu (Cinier et al, 1999 cité dans Andres, 2000). En conséquence,
cela réduit fortement les risques de transferts trophiques chez les prédateurs et plus
particuli¢rement chez les populations humaines locales consommant ces poissons.

C. Excrétion

Seule une faible proportion du cadmium absorbé est excrété. Chez les humains et les
mammiferes, I’excrétion est tres lente et s’effectue essentiellement par voie urinaire (0,2 a 3,1
pg/l/jour) et tres faiblement par voie fécale (<1%). Chez I’homme, on note aussi qu’une
quantité négligeable de cadmium serait éliminé par les ongles, les cheveux et la sueur.

2.2.2. Modes d’action

Le cadmium, sous sa forme ionique Cd**, semble entrer principalement par les cellules a
chlorure ou ionocytes présentes dans I’épithélium branchial des organismes aquatiques
(Wicklund, 1994 cité dans Zohouri, 2001). Il passerait a travers la membrane au moyen de
canaux membranaires ou de protéines transporteuses (Campbell, 1995). A la surface des
branchies antérieures du crabe, le cadmium présent dans le milieu externe rentre en
compétition avec le calcium pour des sites a haute affinité pour ce dernier. En effet, comme
déja cité précédemment, ces deux atomes ont des rayons ioniques trés proches (0,097 pour le
cadmium et 0,100 pour le calcium) ainsi que la méme charge et le méme nombre d’électron
de valence. Ainsi, plusieurs études ont démontré que le cadmium emprunterait certaines voies
du calcium telles que les canaux Ca, des Ca**ATPases ou bien des échangeurs Ca**/Na"
(Verbost et al, 1989 ; Silvestre, 2005).

Nous avions relaté précédemment que la présence de certains ions dans le milieu environnant
rendait plus difficile I’absorption du cadmium chez des organismes aquatiques. On remarque
ainsi qu’un régime riche en calcium chez des truites arc-en-ciel Oncorhynchus mykiss
exposées a des concentrations importantes en cadmium induit une élévation du calcium
plasmatique. Celui-ci va rentrer dans les ionocytes par la membrane basolatérale et induire la
fermeture des canaux a calcium présents dans la membrane apicale. En conséquence, 1’entrée
de cadmium présent dans 1’eau sera rendue impossible a ce niveau (Zohouri, 2001).

3 Notion de stress oxydant

Selon Scandalios (2002), nous pouvons définir le stress oxydant comme étant un déséquilibre
entre les systémes antioxydants et prooxydants di a une réduction des premiers ou une
accumulation excessive d’especes réactives de 1’oxygene (ROS), ou bien des deux, menant a
de potentiels dommages cellulaires.
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Figure 1.7. Réduction de I’oxygeéne en eau menant a la formation de diverses espéces
réactives de I’oxygeéne (ROS). (Scandalios, 2002)

Tableau 1.3. Principales especes réactives de 1’oxygene (Nordberg, 2001)

ROS molecule Main sources Enzymatic defense systems Product(s)
Superoxide (0;7) ‘Leakage” of electrons from the elzctron Superoxide dismwutase (SOD) HO, + O,
transport chain Superoxide reductase (in some H,0,
Activated phagocytes bacteria)
Xanthine oxidase
Flavoenzymes
Hydrogen peroxide (H,0,) From O, via superoxide dismatase Glutathione peroxidase H,0 + GSSG
fSOD) Catalazes HgQ + 03
NADPH-oxidase {neutrophils) Peroxiredoxins (Prx) H,0
Glucose oxidase
Xanthine oxidase
Hydroxyl radical {OH) From O, snd H,0, via transition

metals Fe or Cu}
Nitie oxide (NO} Niric oxide synthases Glutathione' TrxR GSNO
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3.1. Espéces réactives de ’oxygeéne
3.1.1. Espéces réactives de I’oxygene et leurs sources

Le sort normal de 1’oxygéne moléculaire consommé par les animaux est sa réduction en eau
couplée a I’oxydation de nourriture et a la production d’énergie. Une réduction partielle
ménera, par contre, a la formation de ce qu’on appelle communément une « espéce dérivée de
’oxygeéne » (Livingstone, 2001) telles que le radical superoxyde (O;°) et le radical hydroxyl
(OH) (Scandalios, 2002) (Figure 1.7). Le tableau L.3.expose les différentes ROS et leurs
principales sources au sein des cellules ainsi que les systémes de défense cellulaires
nécessaires pour contrer les effets délétéres des espéces réactives.

Ainsi, les formes plus ou moins réactives de 1’oxygéne sont entre autres:

* Le peroxyde d’hydrogéne H,0,

L’H;0, est formé par dismutation de ’anion superoxyde et 2par addition d’un second
électron sur I’anion superoxyde en donnant I’ion peroxyde O, . Il posséde une habilité
particuliére a pénétrer les membranes biologiques.

= Le radical hydroxyle OH®

Il est formé a partir du geroxyde d’hydrogene lors d’une réaction catalysée par des ions
métalliques (Fe ** ou Cu®"). Le radical hydroxyle est sans doute la ROS la plus réactive. Il
réagit fortement avec les molécules causant ainsi des dommages importants au niveau des
systemes biologiques. Il est a I’origine de la peroxydation des lipides.

* [’oxygéne moléculaire O,

L’oxygéne moléculaire est un biradical avec deux électrons non appariés sur ses orbitales
externes. Cette molécule est plus stable et moins réactive que les deux premiéres car ses
¢lectrons célibataires a spin paralléles ont un nombre quantique de spin identique.

* [’anion superoxyde Oy

Il résulte de la capture d’un électron par la molécule d’O; lors de réactions endergoniques
ainsi que lors de réactions enzymatiques ou spontanées. L’O;" n’est pas hautement réactif.
Il est peu diffusible et reste donc essentiellement sur le lieu de sa formation, c’est-a-dire
au niveau de la membrane interne des mitochondries associée a la chaine respiratoire.

= Les hydroperoxy radicaux

Ils sont produits lors de la lipoperoxydation. Une fois formés, ils pourront eux-mémes
arracher I’hydrogéne a d’autres molécules lipidiques, qui, radicalisées a leur tour,
réagiront de proche en proche et propageront le processus de la lipoperoxydation.

3.1.2. Dommages cellulaires des ROS

Ces radicaux libres sont extrémement réactifs suite a la présence d’un ou plusieurs électrons
célibataires qui sont facteurs d’instabilité. En effet, I’espéce radicalaire aura tendance soit a
capter un €lectron d’une autre molécule afin d’apparier son €lectron célibataire, soit a céder ce
dernier. Les radicaux libres peuvent causer des dommages moléculaires et attaquer les
constituants cellulaires (protéines, lipides, polysaccharides, acides nucléiques) menant a la
sénescence et a la mort de la cellule (Figure 1.8). Il est intéressant de noter que la diffusibilité
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d’une espéce réactive est une notion importante ; une espéce extrémement instable aura des
effets qui seront localisés aux sites mémes de sa formation. Une espéce moins réactive aura
un rayon de diffusion plus étendu (Lagadic et al, 1997).

Cependant, I’intervention d’especes réactives de 1’oxygéne ne s’accompagne pas toujours de
phénomeénes de toxicité. Ainsi, 1’0" et I’H,0, agissent comme des signaux intracellulaires
dans des processus physiologiques normaux (Scandalios, 2002). Ainsi, chez les procaryotes,
I’H,0, peut induire la transcription d’un certain nombre de génes a travers le facteur de
transcription OxyR.

D’autres études concernant le rdle des ROS chez les plantes ont pu mettre en évidence leur
participation dans la structure de la paroi cellulaire et la programmation de la mort de la
cellule ainsi que leur rdle dans la défense contre les microbes (Scandalios, 2002).

Chez les levures et les cellules animales, les ROS peuvent arréter la division cellulaire
(Scandalios, 1997).

Parmi les dommages cellulaires que les ROS peuvent causer, nous pouvons citer la
peroxydation des lipides gras insaturés (LPO) (Storey, 1996 cité dans Monteiro et al, 2006).
Celle-ci traduit I’inefficacité des systémes antioxydants a enrayer une agression toxique. Elle
peut avoir lieu méme en présence d’activités antioxydantes augmentées, 1’induction pouvant
étre insuffisante pour faire face au stress. Les acides gras polyinsaturés sont trés sensibles aux
radicaux hydroxyles suite a la proximité des doubles liaisons carbone qui facilitent
I’extraction des atomes d’hydrogéne du groupement méthyle.

Le processus de peroxydation lipidique influence la fluidité des membranes en agissant sur
I’intégrité des biomolécules associées a celle-ci telles que le cholestérol (Almroth et al, 2005).

3.1.3. Oxydation des protéines

A. Introduction

Comme déja énoncé précédemment, il a été démontré que plusieurs types de ROS induisent
des modifications au niveau des protéines menant a 1’oxydation de celles-ci (Rajindar, 2002).
Il est cependant nécessaire de souligner que toutes les protéines ne sont pas sensibles de la
méme fagon au dommage oxydant. Ainsi, des protéines possédant des résidus
particulierement exposés aux ROS peuvent étre plus susceptible de subir une oxydation
(Conrad et al, 2000).

Ces modifications incluent la perte de groupements sulfhydryles (-SH), la formation de
groupements carbonyles, de ponts disulfures, de méthionine sulfoxyde, de nitrotyrosine et de
glyoxydation. La perte des groupements sulfhydryles est une des réponses immédiates de la
protéine suite a une élévation du niveau de stress oxydant (Berlett, 1997). Celle-ci va mener
au déploiement de la protéine, a I’inactivation du site catalytique et a la perte de certaines
fonctions spécifiques. Plusieurs études ont démontré la relation entre la sénescence et la perte
de ces groupements dans des homogénats de cerveau, de muscles et de reins de rongeurs
(Agarwal et Sohal, 1994 cité dans Rajindar, 2002). On évalue ainsi que les protéines oxydées
s’accumulant avec 1’age représentent 30 a 50% des protéines totales au sein des cellules en
fin de vie (Stadtman, 1988 cité dans Conrad et al, 2000).

B. Modifications réversibles et irréversibles

En réalité, de hauts niveaux de ROS et/ou une diminution des systémes enzymatiques
antioxydants peuvent étre responsables de plusieurs modifications chimiques au sein des
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Figure 1.9. Conséquences possibles au niveau des fonctions de la protéine suite a un stress
oxydant (d’aprés Ghezzi et Bonetto, 2003).
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Figure 1.10. Structure de dérivés carbonyles produits par oxydation directe de chaines
d’acides aminés (Dalle-Donne et al, 2002).
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protéines. On distingue ainsi les transformations irréversibles et réversibles. La figure I.1.
(Figure 1.9) nous montre que la carbonylation ou la nitration ménent généralement a une perte
permanente des fonctions de la protéine suite & une dégradation ou a une agrégation de celle-
ci. On observe ainsi que les protéines sont moins thermostables et exposent les acides aminés
hydrophobes a leur surface (Friguet, 2006). D’un autre coté, certaines modifications sont
réversibles telles que la glutathionylation et peuvent avoir un rle important dans la régulation
du potentiel redox (Ghezzi et Bonetto, 2003).

= Carbonylation

La carbonylation des protéines peut s’opérer via une oxydation directe de ’ossature de la
protéine telle I’oxydation de chalnes d’acides aminés comme I’histidine, I’arginine et la lysine
en des dérivés cétones ou aldéhydes. Ceci méne a la formation de fragments protéiniques
possédant des amino acides a-ketoacyl N-terminal (Figure 1.10).

Une des conséquences de la carbonylation est I’apparition de la résistance des protéines
oxydées a la protéolyse par le protéasome 20S (Friguet et al, 1997). Ce complexe
protéolytique multienzymatique de haut poids moléculaire est présent dans le cytosol et
possede de quatre a sept sous-unités. Il a pour réle de dégrader les protéines oxydées
présentes dans le compartiment cellulaire.

La formation de ces groupements carbonyles joue un rdle important dans grand nombre de
maladies humaines telles que la maladie d’Alzheimer, le diabéte, ’arthrite rhumatoide, les
défaillances rénales chroniques et le syndrome de détresse respiratoire (Almroth et al, 2005 ;
Boyd-Kimball et al, 2005). Renke (Renke et al, 2000 cité dans Dalle-Donne et al, 2003) nous
rapporte que la teneur en groupements carbonyles dans des protéines plasmiques chez des
enfants atteints d’arthrite chronique était significativement plus élevée par rapport au groupe
témoin (1,36 + 0,68 contre 0,807 + 0,16 nmol carbonyles/mg de protéines).

=  Glutathionylation

Comme décrit précédemment, certains changements dans le processus d’oxydation peuvent
étre réversibles suite a I’intervention de systémes enzymatiques spécifiques. Ainsi, la réaction
de glutathionylation peut étre inversée par la glutarédoxine/glutathion/glutathion réductase
(Friguet, 2006). La glutathionylation résulte de la formation de ponts disulfures entre des
groupements GSH et cystéine-SH au sein des protéines.

Cependant, plusieurs protéines peuvent étre glutathionylées sous des conditions basales.
Ainsi, des études récentes ont démontré que la teneur en ponts disulfures entre des
groupements GSH s’élevait a 20-30 nmol/g de tissu humide (Brigelius et al, 1983 cité dans
Ghezzi et Bonetto, 2003). Cette réaction présenterait donc un réle de régulation.

C. Identification des groupements carbonyles

Les groupements carbonyles sont d’excellents marqueurs témoignant de [’oxydation des
protéines et leur mesure est un bon indicateur de I’étendue des dommages au sein de ces
derniéres suite a un stress oxydant. Ainsi, McDonagh (McDonagh et al, 2005) a observé
I’induction de la carbonylation des protéines au sein de la glande digestive de la moule
commune Mytilus edulis suite a une exposition au cuivre engendrant un stress oxydant. Il a
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