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Résumé

L'azoxystrobine, un fongicide & base de strobilurine de classe 111 hautement toxique, a été
examiné dans notre étude pour son impact sur les reins de rats de type Wistar. En menant une
expérience utilisant diverses doses d'azoxystrobine sur des rats Wistar, nous avons eévalué des

parametres biochimiques, enzymatiques.

Nos résultats ont révélé que I'azoxystrobine influengait les niveaux de protéines rénales chez
les rats Wistar, entrainant une augmentation significative. De plus, nous avons observé une
augmentation substantielle des niveaux de lipides et une augmentation potentielle des niveaux

de glucides.

Sur la base de ces observations, nous pouvons conclure que fongicideazoxystrobine a un effet

toxique minimal sur les reins des rats de type Wistar.

Mots  clés : azoxystrobine, strobilerine, rats  Wistar, parametres  chimiques.



Abstract

Azoxystrobin, a highly toxic class Il strobilurin fungicide, was examined in our study for its
impact on the kidneys of Wistar-like mice. By conducting an experiment using various doses
of azoxystrobin on Wistar rats, we assessed biochemical, enzymatic, and behavioral
parameters. Our findings revealed that azoxystrobin influenced the kidney protein levels in
Wistar rats, leading to a significant increase.

Additionally, we observed a substantial rise in lipid levels and a potential increase in
carbohydrate levels.

Based on these observations, we can conclude that the insecticide azoxystrobin has a minimal

toxic effect on the kidneys of Wistar-like mice.

Keywords: azoxystrobin, strobilerin, Wistar rats, chemical parameters.
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DTNB: Acide dithio-bis2-nitrobenzoique
EOA : Espéces Oxygénées Activées
ERO : Espéces Réactives Oxygenées
EDTA : Acide Ethylene Diamine Tétra Acétique
GST : Glutathion S-Transférase
GSH: Glutathion réduit
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H202: Eau oxygéné

H202 : Peroxyde d’hydrogéne
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OHe: Radical hydroxyle

ROS: Reactive oxygen species

SOD: Superoxyde dismutase

TCA: Acide trichloroacétique
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Introduction



Les pesticides sont potentiellement toxiques pour les étres humains et peuvent avoir des effets
chroniques et aigus sur la santé, selon le niveau et la voie d'exposition. Certains des pesticides
les plus anciens et les moins colteux peuvent persister dans les sols et dans I'eau pendant des

années.

Comme les pesticides sont intrinsequement toxiques et délibérément répandus dans
I’environnement, leur production, leur distribution et leur utilisation doivent faire I’objet
d’une réglementation et d’un controle stricts. Un suivi régulier des résidus dans les aliments et

I’environnement est aussi nécessaire.
Concernant les pesticides, ’OMS a deux objectifs :

» Faire interdire les pesticides les plus toxiques pour I’étre humain et ceux qui persistent
le plus longtemps dans I’environnement ;
» Protéger la santé publique en fixant des limites maximales de résidus pour les

pesticides présents dans les aliments et dans 1’eau.

De nombreux facteurs ont contribué a I'accumulation des pesticides dans I’environnement.
Enfin, dans cette recherche scientifique, nous abordons les informations selon les deux

parties d’étude (Matériels et méthodes et résultats et discussions).

Dans la partie bibliographique on a essayé de traitées les chapitres suivants :

» Le premier chapitre de notre étude traite des généralités sur les pesticides, la
classification avec le mécanisme, et l'utilisation des pesticides en Algérie. A la fin de
cette partie, nous parlerons de la toxicité de ces pesticides.

» Le deuxieme chapitre de cette étude est consacré a I'étude du stress oxydatif.

» Le dernier chapitre traite de la toxicité des reins causée par les pesticides.

Tandis que dans la partie malteries et méthodes ainsi que les discussions en générale

ona:



> Mis en évidence une éventuelle toxicité de pesticide sur les paramétres biochimiques
chez les rats de la race Wistar.
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Chapitre 01 : Les pesticides

1. Définition

les pesticide sont « toute substance ou association de substances qui est destinée a repousser,
détruire ou combattre les ravageurs, y compris les vecteurs de maladies humaines ou
animales, et les espéces indésirables de plantes ou d’animaux causant des dommages ou se
montrant autrement nuisibles durant la production, la transformation, le stockage, le transport
ou la commercialisation des denrées alimentaires, des produits agricoles, du bois et des
produits ligneux, ou des aliments pour animaux, ou qui peut étre administrée aux animaux

pour combattre les insectes, les arachnides et les autres endo- ou ecto-parasites (fa0;1990).

Le terme « pesticide » est une combinaison de deux mots latins - pest et cido. «Pest» est un
organisme qui cause la destruction, la maladie ou des blessures aux plantes et aux animaux,
tandis que «cido» signifie détruire ou tuer. Par conséquent, les pesticides possedent la capacité

de détruire les ravageurs et les maladies des plantes.

Les pesticides sont principalement des composés chimiques synthétisés artificiellement ou
extraites de produits vegétaux. Des pesticides issus d’agents biologiques tels que des
bactéries, des virus, des champignons, etc., ont été développés récemment. Ainsi, le terme
«pesticide» comprend les substances chimiques, les préparations ou les organismes, utilisés

dans la lutte antiparasitaire.
2. Classification de pesticide
Classement par cible

Les pesticides sont le plus souvent classés en fonction du ravageur visé (insecticides

(insectes), acaricides (acariens), aphicides (pucerons), ovicides (ceufs), larvicides (larves),
Herbicides (plantes indésirables), fongicides (champignons), molluscicides (mollusques),
Hélicides (escargots), rodenticides (rongeurs), taupicides (taupes), corvicides (oiseaux),
Termicides (termites), et les produits répulsifs (belmehel, 2019).

Classement par groupe chimique :

Les pesticides sont parfois aussi classés en fonction de leur substance active, autrement dit
leur groupe chimique. On peut ainsi parler de pesticides organochlorés, de pesticides

organophosphorés, de carbamates, de pyréthrinoides ou encore de triazines. Parler de



Chapitre 01 : Les pesticides

pesticides organochlorés ou organophosphorés permet de regrouper sous un méme vocable
des substances aux comportements et propriétes similaires (Belmehel, 2019).

Classement par mode d’action

Un dernier type de classement des pesticides peut étre opéré a partir du mode d’action du
pesticide considéré sur I’organisme indésirable visé. Les modes d’action des pesticides sont
ainsi trés variés et évoluent au gré des innovations de 1’industrie phytosanitaire (Belmehel,
2019). Des pesticides en herbicides, fongicides et insecticides sont bien illustrés dans le
tableau N°1. lls représentent les principales familles de pesticides utilisées en agriculture

fruitiéres et légumiéres.

Tableau 1 : Classement des pesticides par mode d’action (Belmehel, 2019)

Herbicides
De contact Agit sur lex parties de la plante avec lesquelles il entre en contact
Systémique Absorhé par 1a plante, se déplace & I'inténeur de celle-ci
Séhecul Ne contrile que certaines plantes traitdes,
Non sélects! ContrOle toutes les plantes traitées,
Rémduanre Se dégradent lentement et contrdle les plantes sur une longue pénode
Non résiduaire Est rapldement inactif aprés son application ¢t ne controle les plantes
que sur une coure pénode.
Fongicides
Préventif Protége la plante en empéchant que la maliadie ne se développe
Curataf Réprime une maladic qui est déjh développée.
Insecticides
De contact Agit lorsque Finsecte entre en contact avee le produst
D’ inhalation Agit Torsque P'insecte respire le produit
D ingestion Agit Torsque 'insecte se nourrit du produit




Chapitre 01 : Les pesticides

Tableau 2 : Classification et caractéristiques des groupes de pesticides (mezdad et al, 2014).

Pesticides Classe Exemple Utilisation/action | Caractéristique
organochlorés Lindane, paralysie et mort | Bioaccumulation
Chlordane des insectes Bioamplification
Organophosphorés Parathion Neurotoxique Persistances dans
Diazim.)nc les milieux
Malathion Hydrosoluble
Carbamates Carbaryl Neurotoxique Hydrosolubles
Aldicarbe
Herbicides | Triazines Agit sur la Tres hydrosoluble
photosynthese Toxique pour le
Atrazine utilise dans les phytoplancton et
cultures de mais | les algues d'eau
douce
Dérive des Parquat Désherbant de la | Iésions
pynidines vigne pulmonaires
iréversibles
Les urées Diuron inhibiteur de la | Toxicité fatble
substituées photosynthése pour "homme
Fongicides | les acides Désherbant total | toxicité faible due
organigues Glyphosate A la pénétration
difficile dans les
fewlles
Pentachlorophénole | tue les Hautement toxique
(pep) champignons pour I'homme
lignivores




Chapitre 01 : Les pesticides

3. Les pesticides en Algérie

En Algérie, la fabrication des pesticides a été assurée par des entités autonomes de gestion des
pesticides: Asmidal, Moubydal. L’usage des insecticides, des fertilisants, des engrais, des
détergents, et autres produits phytosanitaires (les pesticides) se répond de plus en plus avec le
développement de I’agriculture, mais aussi dans le cadre des actions de lutte contre les
vecteurs nuisibles. Mais avec I’économie de marché actuelle, plusieurs entreprises se sont
spécialisées dans I’importation d’insecticides et divers produits apparentés. Ainsi, environ 100
produits phytosanitaires sont homologués en Algérie, dont une quarantaine de ariétés sont
largement utilisées par les agriculteurs. C’est la loi n°® 87 -17 du 1* ao(t1987, relative a la
protection phytosanitaire, qui a instauré au depart les mécanismes qui permettent une
utilisation efficace des pesticides. Cette loi régit les aspects relatifs a 1’homologation,
I’importation, la fabrication, la commercialisation, 1’étiquetage, I’emballage et ’utilisation des

pesticides (mezdad et al, 2019).

4. Les pesticides les plus utilisés en Algérie

Les pesticides les plus utilisés en Algérie sont les fongicides et les insecticides contrairement
aux pays développés ou les herbicides occupent la premiere place. Malgré cette faible
utilisation, il a été relevé en matiére de santé, un taux relativement élevé de cas d’allergie
parmi les utilisateurs de pesticides et qui peut S’expliquer (dahoun - tchoulak et moussaoui,
2003).
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Figure 1: Pesticides les plus utilisés en Algérie (dahoun - tchoulak et moussaoui, 2003).
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5. Effets toxiques des pesticides

« Strs », « propres» et méme « respectueux de la santé et de I’environnement », I’industrie
Phytosanitaire use de tous les arguments pour convaincre du bien-fondé de I'usage de ses
Pesticides. Cependant et face a ces discours, les faits dévastateurs de ces produits sont bien la
Contamination des eaux, de I’air, des fruits et légumes, atteinte a la biodiversité et a la santé

Humaine, accidents industriels, etc. Leurs utilisations croissantes depuis un demi-siécle, n’a
pas cessé d’avoir des impacts déléteres sur la santé de I’homme et de I’environnement
(Belmehel, 2019).

6. Effets sur ’environnement

Deées qu’ils ont atteint le sol ou la plante, les pesticides peuvent étre absorbés par les plantes ou
des organismes du sol, les substances actives peuvent se volatiliser, ruisseler ou étre lessiveées,
voire méme rester dans le sol. Ainsi, I’ensemble des compartiments environnementaux
peuvent étre potentiellement touché et impacté par les pesticides, en plus des cibles contre

lesquelles ils sont théoriquement dirigés.

Les effets toxiques indésirables pour les especes non cibles des trois compartiments
environnementaux sont liés et il est illusoire de vouloir les distinguer. En effet, une méme
substance active pourra avoir des répercussions sur 1’ensemble des espéces constitutives des

différents compartiments de I’environnement.
Pollution des sols

La contamination des sols par les polluants est souvent raisonnée par rapport a une cible. Mais
il est important de ne pas oublier que les sols sont en soi une ressource difficilement
renouvelable et la présence des polluants pesticides peut affecter leur utilisation dans une

perspective de développement durable.

La manifestation du caractére polluant des pesticides est étroitement liée a leur devenir dans
le sol. Outre, la toxicité propre du polluant, qui dépend de sa concentration et de la nature de
la cible considérée, sa rétention par le sol et sa persistance sont les deux facteurs
fondamentaux conditionnant le caractére polluant et/ou sa manifestation. La rétention d’une

molécule organique par le sol est le résultat global d’un ensemble de phénomene, impliquant
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Des interactions avec les constituants organiques et minéraux des sols. De méme, la
persistance est la résultante d’un ensemble de processus de dissipation, physico- chimique et

biologique, qui font diminuer la concentration du polluant et du milieu (Hateb et al. 2012).

Pollution de Pair

Lors d’un traitement, une certaine proportion de la substance active épandue passe
directement dans 1’atmosphére. Ce passage est important lors d’applications effectuées par

hélicoptére ou par avion, et reste plus limité lors d’applications terrestres classiques.

Des résidus de pesticides peuvent passer des cultures vers le compartiment aérien par des
phénoménes d’évaporation et autres. La volatilisation est 1’une des causes principales de
fuites de pesticides hors de la zone cible, notamment quand les traitements visent la surface

du sol ou celle des végétaux (Aprifel, 2004).

Pollution de P’eau

L’eau peut entrainer la dispersion des pesticides dans le milieu par lavage des feuilles,
ruissellement et lixiviation. Le ruissellement contribue a la pollution des eaux de surface
tandis que la lixiviation contribue surtout a celle des eaux profondes. L’importance de la

pollution des eaux souterraines

Apreés transfert par lixiviation des molécules de pesticides dans beaucoup de sols, dépend de
certaines de ses propriétés ainsi que celles du sol (hydrosolubilité, vitesse de filtration,

passage de racines, etc.)
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Généralité

La chaine respiratoire mitochondriale joue un réle capital dans la cellule en étant responsable
de la transformation de I’oxygéne en deux molécules d’eau. Cette réaction de réduction
directe impliquant la présence de quatre électrons est rendue possible grace a un systeme
complexe de protéines et d’enzymes (cytochromes) localisé dans la membrane interne de la
mitochondrie. Les conséquences de cette activité mitochondriale seront doubles et
paradoxales. D’une part, la mitochondrie fournira a la cellule une source d’énergie
importante, puisque 36 molécules d’adénosine triphosphate (ATP) a haut potentiel
énergétique seront générées lors de la réduction de ’oxygeéne. D’autre part, environ 0,4 a 4 %
de I’oxygéne ne sera pas correctement converti en eau suite & des fuites électroniques
résultant d’imperfections de la chaine respiratoire mitochondriale. Par reduction
monoelectronique, 1’oxygéne donnera naissance a des espéces oxygénées activées (EOA)
parmi lesquelles figurent des radicaux libres comme I’anion superoxyde ou le radical
hydroxyle (OH") (Bansal,2005 )

I.  Lesreins
1. Définition
Le stress oxydant est le résultat d’un déséquilibre entre les molécules oxydantes et les
molécules antioxydantes, en faveur des molécules oxydantes, au niveau de 1’organisme. Les
molécules oxydantes ou espéeces reactives (ER) sont représentées essentiel- lement par les
ROS (pour « Reactive Oxygen Species » ou especes réactives de 1’oxygene) dont le chef de
file est ’anion O2 * . Les ER sont impliqués dans d’innombrables fonctions cellulaires, dont

la phagocytose, la bactéricidie, la signalisation cellulaire, la régulation des métabolismes et

aussi la modulation de I’expression des genes .

2. Especes réactives ou radicaux libres

Les espéces réactives (ER) sont des atomes ou molécules générées par voie enzymatique ou

par interactions chimiques.

Il existe trois familles d’especes réactives : les espéces réactives de 1’azote ou « reactive
nitrogen species » (RNS), les espéces réactives de chlore ou « reactive chlorine species »

(RCS), et les plus communes, les ROS. Parmi ces familles, existent des radicaux libres qui

12
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sont selon la définition de Halliwell et Gutteridge « des especes capables d’existence
indépendante, contenant un ou plusieurs électrons non appariés », dits électrons célibataires.
Cet état leur confére une instabilité énergétique et cinétique, d’ou leur demi-vie trés courte
(de la nano a la milliseconde) et leur grande réactivité vis-a-vis des autres molécules. En
effet, les radicaux libres ont toujours tendance a remplir leurs orbitales soit en acceptant un
¢lectron soit en transférant leurs électrons célibataires a d’autres molécules pour devenir plus

stables. lls peuvent donc étre réducteurs ou oxydants.

3. Sources des espéces réactives

Les ER peuvent étre produits a partir des sources endogenes et/ou exogenes.

Sources endogenes

Parmi les sources endogenes, on peut citer les enzymes de la chaine respiratoire
mitochondriale, la NADPH oxydase, la xanthine oxydase, la NO synthase, le cytochrome
P450 et les peroxysomes. En outre, quelques métaux de transition tels que le fer et le cuivre

peuvent générer des ER par la réaction de Fenton (Boulaiche et al., 2020) (Figure 3)

H202 H0
HOCI - [ ‘o, |+ cr
Hypochlorous Singlet
acid oxygen
RH
' = P
~ e Fe™ ge* ~1 H R’
& SOD \ U/ '
Ta B O H
Superoxide Oz Hydrogen O Hydroxyl
anion radical peroxide radical
. -m Nitrogen
> 4
L~ dioxide
- ;
Nitric oxide Peroxynitrite Nitric acid

Figure 02 : association mutuelle entre les radicaux libres et leurs métabolites réactifs
(Boulaiche et al., 2020).

Sources exogénes

Les especes réactives dans un systeme biologique peuvent étre produits par plusieurs facteurs

exogénes comme :

13
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Le rayonnement solaire :

les rayonnements ultraviolets induisent une rupture des liaisons dans les molécules réactives

ce qui favorise la formation des radicaux libres (Boulaiche et al.,., 2020).

Tableau 03 : sources endogenes des ER.

Enzyme Réaction catalysée ER généré Référence
NADPH NADPH + 20, —— NADP " + H" + 20," | Anion superoxide (Garrido-
oxydase (0s) urbani et al.,
= 2014)
Xanthine Hypoxanthine + O —— Xanthine + O>™ | Anion superoxyde (Favier,
oxydase - 2003)
) 0,
(X0) =2
NO synthase Arginine + 02 —— Citrulline + NO Monoxyde (Santos-
d’azote (NO) Sanchez et
al., 2019)
Cytochrome O +1¢é — 0O, Anion superoxyde | (Delattre et
P450 o al., 2005)
Peroxysome RH;+ O3 ——% R+ H,O, Peroxyde (Delattre et
(Oxydase) d hydrogene al., 2005)
(H;0,)

II. Systéme antioxydant
Les antioxydants sont définis comme des substances capables de concurrencer d’autres
substrats oxydables a des concentrations relativement basses et donc de retarder ou
d’empécher 1’oxydation de ces substrats. Dans ces circonstances normales, on dit que la
balance antioxydants/pro-oxydants est en équilibre. Cet état d’équilibre est une condition

indispensable pour maintenir une fonction cellulaire et tissulaire normales.
1. Classification de systeme antioxydant

Systémes antioxydants enzymatiques

Les systemes antioxydants enzymatiques comportent un en- semble d’enzymes tels que les
superoxydes dismutases (SOD), les glutathion peroxydases (Gpx), la catalase et le systéme

thio- rédoxine et peroxirédoxine (Trx).

a. Superoxyde dismutases

14
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Les SOD représentent une des premiéres lignes de defense an- tioxydante. Ce sont des
métalloprotéines qui catalyse la dismu- tation mono-électronique du O2 * en dioxygéne et
H2 02 . Chez I’homme, il existe trois isoformes . La Cu/n- SOD ou SOD1 cytosolique, et la
EC-SOD ou SOD3 extracellu- laire, utilisent le cuivre comme cofacteur nécessaire a 1’activité
enzymatique et le zinc jouant un role structural, alors que la SOD2, mitochondriale, utilise le

man- ganése comme cofacteur.

b. Glutathion peroxydases

Les GPx sont des sélénoprotéines qui catalysent la réduction de I" H2 O2 et des
hydroperoxydes de lipides en H2 O et en alcools lipidiques respectivement en une réaction
utilisant le glutathion (glutamyl-cystéinyl-glycine) réduit (GSH) comme co-substrat. Il existe
différents types de GPx dont les GPx-1 (cytosolique), GPx-2 (gastro-intestinale), GPx-3
(plasmatique), GPx-4 (cy- tosolique, mitochondriale et membranaire) et GPx- 5 ou sn- GPx
(intervenant durant la spermatogénese). Les quatre premieres contiennent une seléno-cystéine
au niveau de leur site actif (I’atome de soufre de la cystéine est remplacé par un atome de

sélénium). Un déficit en sélénium conduit a une baisse de I’activité GPx .

c. Catalase

La catalase est une enzyme heminique essentiellement présente dans les peroxysomes et

dans les hématies. Elle catalyse la dismutation d’ H2 O2.

d. Systéeme thiorédoxine et peroxirédoxine

L’antioxydant majeur responsable du maintien des protéines a 1’état réduit est Ila
thiorédoxine (Trx) qui est régénérée par le NADPH sous I’action d’une séléno-enzyme, la
thiorédoxine réductase (TrxR). La Trx intervient dans la dégradation des pe- roxydes
lipidiques et du peroxyde d’hydrogene. Les peroxyrédoxines (Prx) constituent un groupe de
séléno- thiol peroxydases non spécifiques qui contribuent également au contrdle redox
cellulaire par I’intermédiaire de leur capacité a éliminer les hydroperoxydes organiques et
I’H2 O2

Systémes antioxydants non enzymatiques

Parmi les systémes antioxydants non enzymatiques, certains sont solubles dans 1’eau ce qui
leur permet d’agir dans la fraction soluble de la cellule ou dans le plasma, c’est le cas du

glutathion, la vitamine C et I’acide urique. Les autres sys- temes antioxydants, tels que les
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vitamines E, A et le B-carotene, étant liposolubles agissent au sein des membranes. Les

molécules amphipathiques peuvent agir dans les deux environnements.

Tableau 04: antioxydants non enzymatiques endogénes et exogénes

Nature Structure Importance dans la neutralisation des ER Réferences
chimique
Glutathion Cofacteur des enzymes antioxydants (Defraigne et
1. 2008
Assure la réduction et la neutralisation des ER PR {
formes lors de "oxydation des vitamunes C et
!
E
4 Donneur d’électron pour la neutralisation des | (Guilland. 2007)
z AA ER. notamment au niveau de la bicouche
Vitansiue K P Lpdique membranaire (prévention de ka
b ¢ T peroxydation hipidique).
\f\-_,\~ ,\-)\ Elle va &tre régénérer par ka vitamine C.
. 8 Donneur d'dlectron, powr protéger les | (Schwartz, 2006)
HO, 0 .
Vitamine C ~ ¥ structures intracellulaires contre les ER (Nathan 2009)
PN Régénération de la vitamine E
W
Zinc Zn" Régulateur pour plos de 200 enzymes | (Chapuis 2013)
(superoxyde dismutase)
Sélénium se* Cofacteur de ceraines enzymes antioxydants (Sessa, 2018)
(glutathion peroxydase)
Donneurs  d'stomes  d'hvdrogénes ou | (Massaux, 2012)
L \/ - L -
Polyphénols d'¢lectrons (effet pregeur des radicaux) e
(Mavonoides) Chélateur et réductenr des cations métalliques | Pandey, 2013)
" (Fer et le cuivre)

2. Cooperation entre les différents mécanismes de défense

Méme si les mécanismes de défense mis en jeu sont différents, I’ensemble du dispositif
permet d’assurer une protection anti-radicalaire sur 1’ensemble de I’espace cellulaire en
maintenant un équilibre intra et extracellulaire de la balance oxydants-antioxydants. Tous les
acteurs de cette lutte ne sont pas seulement complémentaires, mais sont synergiques. Certains
antioxydants sont capables de régénerer les autres antioxydants avec établissement d’un

veéritable réseau antioxydant.
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* Les organes urinaires ont plusieurs fonctions dont la production et I’élimination de 1’urine
mélangée avec de 1’eau et des substances de dégradation nuisibles prévenant en majeur partie

du métabolisme ainsi que la régulation du hydro-électrolytique et acido-basique.

« Le rein exerce également des fonctions endocrines intervenant dans la régulation de la

pression artérielle et dans 1’hématopoicse.
+ La formation de I"urine se fait en deux phases :
> D’abord se forme I"ultrafiltrat du plasma sanguin, 1’urine primaire.

> Ensuite certaines substances sont réabsorbées et forment de 1’urine secondaire.

1. Les Reins :

Les reins sont des organes en forme d’haricots qui forment une part essentielle des voies
urinaires. Chacun mesure environ 10 a 12 cm de longueur et pése environ 150 grammes.
Chaque rein est situé¢ de part et d’autre de la colonne vertébrale, immédiatement derriere la

cavité abdominale qui contient les organes digestifs.

Les deux reins recoivent le sang d’une branche de ’aorte, nommée artére rénale. Le sang
s’écoule de I’artére rénale dans des vaisseaux de plus en plus petits, les plus petits étant les
artérioles. Des artérioles, le sang passe dans les glomérules, des « pelotes » de vaisseaux
microscopiques qui sont appelés capillaires. Le sang est drainé de chacun des glomérules par
une artériole reliée a une petite veine. Les petites veines se rejoignent jusqu’a former une

seule grande veine rénale, quidraine le sang de chaque rein.

Anatomie et histologie des reins :

Anatomie externe :

Les deux reins ont la forme d’un gros haricot (11cm de longueur, 6cm de largeur, 3cm
d’épaisseur) qui pésent ensemble environ 300g (0,4% de la masse corporelle) (Feher, 2012).
Macroscopiquement, ils apparaissent brun-rougeatres, enveloppés d’une capsule fibreuse lisse
appelée le Fascia rénal (Boulaiche et al. 2020). Le rein droit est bordé par le foie et la flexion
colique droite tandis que le rein gauche est bordé par la flexion colique gauche (Boulaiche et
al. 2020).

Anatomie interne
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Les reins sont constitués d’une partie externe (corticale) et d’une partie interne (médullaire).
Tous les glomérules sont localisés dans la partie corticale, alors que les tubules sont présents
tant dans la corticale que dans la médullaire. L urine passe par les canaux collecteurs de
plusieurs milliers de néphrons pour ensuite parvenir dans une structure caliciforme (le calice).
Chaque rein posséde plusieurs calices, qui conduisent 1’urine vers une cavité centrale unique

(le bassinet du rein). L’urine passe du bassinet de chaque rein dans 1’uretére.

éléments de la
vascularisation
intra-rénale

papille

sinus rénal

Figure 03: une coupe longitudinale d’un rein (Lacour, 2013).

Histologie des reins : néphron, unité structurale et fonctionnelle :

Les néphrons sont des unités microscopiques qui, en filtrant le sang, produisent 1’urine.
Chaque rein contient environ un million de néphrons. Chaque néphron est constitué¢ d’un
glomérule, qui est entouré d’une structure a paroi fine, en forme de bonnet (la capsule de
Bowman). Le néphron contient également un petit tube (tubule) qui évacue le liquide (qui
devient peu aprés de I'urine) de I’espace situé dans la capsule de Bowman (I’espace de
Bowman). Les tubules sont composés de trois parties intriquées : le tube contourné proximal,
I’anse de Henlé et le tube contourné distal. Une troisiéme partie du néphron consiste en un
canal collecteur, qui évacue le liquide du tubule. A la sortie du canal collecteur, le liquide est

considéré comme de ’urine.
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Physiologie de néphron

a. Filtration glomérulaire : eau et petits solutés poussés a travers paroi des capillaires
fenestrés et fentes de filtration jusque dans tubule — filtrat

b. Réabsorption tubulaire: eau, glucose, aa, ions sont retirés du filtrat, traversent cellules
tubulaires puis rentrent dans le sang capillaire

c. Secrétion tubulaire: ions H+ et K+, creatinine et médicaments sont retirés du sang

péritubulaire et sécrétés par cellules tubulaires dans filtrat.

Artérioles glomeérulaires

afférentes

.» pe e
—
o

Urine

Figure 04 : Schéma anatomique des fonctions du néphron
Fonctions rénales

Le rdle essentiel et le plus connu des reins est la formation de l'urine (Olmer, 2003). Le rein
filtre le sang, il le débarrasse de ses déchets (ATOUSSI et al, 2017). Qu'ils soient endogenes
(déchets metaboliques, essentiellement produits azotés, urée, créatinine, bilirubine,
hormones) ou exogenes (toxines, antibiotiques, médicaments et métabolites). Cette filtration,
qui a lieu dans les glomérules, donne l'urine primitive qui sera composée d'eau, d'électrolytes,
et de molécules de faible taille (ATOUSSI et al. 2017).
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2. Néphrotoxicité

La néphrotoxicité peut étre définie de facon trés large comme l'ensemble des altérations
Fonctionnelles ou structurelles rénales, induites directement ou indirectement par des agents
chimiques (ou leurs métabolites), qui sont absorbés dans I'organisme quelle qu'en soit la voie
de pénétration (Atoussi et al. 2017).

Tableau 05: principaux agents néphrotoxiques.

Agent Exemple Utilisation C éq e Complication Référence
néphro-
toxigque
Lénalidomide | Immunomodu | Clairance de la Insuffisance (El-Fekih et
lateur avec créatinine rénale aigué al., 2016)
des propriétés | inférieure a4 50 Néphrite
anti- ml/min interstitielle
angiogénigues aigue
&S Nécrose
antitumorales tubulaire aigué
Aciclovir Antiviraux Accumulation Nécrose (Svetlana et
Médicaments dans les reins tubulaire aigue al.. 2010)
100 fois que Insuffisance
dans les autres rénale
tissus Précipitation de
cristaux
Lithium Traitement du Kystes Insuffisance (Servais,
trouble Diminution du rénale 2019)
bipolaire débit de chronique
filtration
glomérulaire
Produits de Produits de Agents de Hyper- Insuffisance (Nicolas et
contraste contraste a contraste osmolarité rénale al.. 2018)
base de utilisés pour
gadolinium rehausser les
examens en
IRM
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Tableau 06: les principaux biomarqueurs de néphrotoxicité.

Biomarqueurs Type Maladie Cible Référence
Protéines de haut Albuminurie Néphropathie Glomérule | (Kabamba et
poids moléculaires Micro-albiminiie diabétique Tubule al., 2015)
Transferrine
Immunoglobuline G
Protéines de bas al microglobuline Nécrose tubulaire Tubule (Amandine et
- 1 e -
polds moléculaire B2 microglobuline Sigue Glomérule | @k 2012)
tati Atteinte post-rénale (Du Cheyron
3 - etal., 2008)
Enzymes NAG (N-acétyl-b- Nécrose tubulaire Tubule (Du Cheyron
glucosaminidase) aigue et al.. 2008)
GST (Glutathion-S- Atteinte post-rénale
sossiteie) Atteinte rénale
aigue
Phosphatase alcalines Atteinte rénale Tubule (Yann et al.,
(PAL) aigue 2012)
Gamma glutamyl- Néphropathie
transpeptidase (yGT) diabétique
Alanine amino-
peptidase (AAP)
B ueurs Créatinine Atteintes rénales Glomérule (Gagneux-
classiques Urée différente Tubule brunon et al.,
2012)
st Y (Moonen et
Electrolytes al.,2011)
Glucose
PH et volume urinaire
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Partie pratique : Matériel et méthode

Notre travail a été réaliseé au niveau du laboratoire de toxicologie département de biologie
appliquée de la faculté sciences exacte et sciences de la nature et de la vie université de
Tebessa.

1. Matériels biologiques

Dans cette étude, nous avons utilisé 20 rats males de la souche wistar, provenant de I’institut
pasteur d’Alger, ayant un poids corporel compris entre 250-400g. Ce sont des mammiféres de

’ordre des rongeurs, largement utilisés dans divers domaines de recherche.

2. Méthode

Entretien des animaux
Les rats méales ont été soumis a une période d’adaptation de deux (02) semaines, aux
conditions de I’animalerie de département de biologie, Faculté des Sciences exacte et sciences
de la nature et de la vie, Université de Tebessa et a une température ambiante de 25°C. Ils ont
€té nourris par un régime alimentaire standard, 1’eau est quotidiennement renouvelée. Les rats
males sont elevés dans des cages en polyéthyléne et ont été répartis en quatre (04) groupes de
cing (05) rats chacun. Les cages sont nettoyées et la litiere est changée une fois par jours

jusqu’a la fin de I’expérimentation.
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Figure 05 : Rat male de rase wistar (photo personnelle)

Lotissement et traitement

Les rats ont été traités par voie orale pendant 28 jours en fonction de leur poids corporel, et les

doses sont les suivantes :

« Lot n°01 : contient 05 rats témoins, recoit 0,5 ml d’eau distillée par voie orale chaque jour
pendant 28 jours.

+« Lot n°02 : Contient 05 rats traités, recoit le pesticides azoxystrobine avec la dose (01) :
0.2ml/ml d’eau distillée.

+« Lot n°03 : contient 05 rats traités, recoit le pesticides azoxystrobine avec la dose (02) :
0.15ml/ml d’eau distillée.

« Lot n°04 : contient 05 rats traités, recoit le pesticides azoxystrobine avec la dose (03) :

0.12ml/ml d’eau distillée.
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Figure 6 : méthode de traitement des rats par voie oral (gavage) (photo personnelle).
Sacrifice et préléevement (des reins) :
Apres 28 jours de traitement, les souris ont été sacrifiées et les organes ont été prélevés a
I’animalerie de 1’'université de Tébessa. Chaque rein est pesé et conservé au congélateur. Le

sang des échantillons sont également prélevés avant le sacrifice pour étude hématologique.

OoOPPO ASas
ZO23/03/29 11:20°

Figure 7 : Sacrifice du rat (photo personnelle).
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Figure 8 : Extraction du rein (photo personnelle)

3. Parameétres étudiées

Mesure de poids

La mesure de poids est effectuée sur les rats tous les jours d’une fagon réguliére pendant la
durée d’¢levage, soit au cours de 1’adaptation (pour I’évaluation des changements possibles
par la nourriture ou le lieu (facteurs externes) ou au cours de traitement (pour évalue les effets
des pesticides) a I’aide de balance analytique.

Figure 09 : Mesure de poids du rats wistar (photo personnelle)

Analyses biochimiques (métabolites)
Dosage des protéines
Dosages des protéines La méthode utilisée pour le dosage des protéines est celle de Bradford
(1976) qui utilise la BSA (Sérum Albumine Bovine) comme standard, sur le méme

échantillon utilisé pour doser les lipides, on récupére le culot issu de la deuxiéeme
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centrifugation auquel on a ajouté 1ml du NaOH (0.1N) et on agite énergétiquement pour la
dissolution des protéines. Aprés, on préléve, au moyen d’une micropipette, un volume de
100ul auquel on ajoute 4ml du réactif BBC (Bleu Brillant de Coumassie). Ainsi une couleur
bleue se développe et on passe directement les échantillons pour lecture a une longueur
d’onde 595nm.
Le calcul des concentrations se fait par ’équation déduite de la gamme d’étalonnage réalisé a
partir d’une solution d’albumine de sérum de beeuf (Annexes).

Dosage des lipides
Les lipides tissulaires sont évaluée selon la méthode Goldsworthy et al. (1972), on utilise
200ul d’homogénat dans 5ml de I’acide trichloro acétique 20% (TCA), on broyé et ont filtré
ce mélange; et directement ont appliqué une centrifugation a 5000t/min pendant 10min. Le
culot est gardé dans tube contient 1ml du mélange Ether/Chlorophorme, et apres centrifuge ce
mélange a 5000t/min pendant 10min, on préléeve 100ul du surnageant, auquel on ajoute 1ml
de I’acide sulfurique et en met aprés agitation les tubes dans un bain marie a 100°C
pendantlOmin. Aprés refroidissement, on preléeve encore une fois au moyen d’une
micropipette 200ulde 1’extrait auquel on ajoute 2.5ml du mélange sulfophospho vanillinique a
85% et laissé ce mélange 30min a 1’obscurité, la lecture a une longueur d’onde 530nm.
Le calcul des concentrations réelles se fait a partir de 1’équation déduite de la gamme
d’étalonnage réalisée a partir d’une solution mere préparée en utilisant de 1’huile de tournesol
(Annexes).

Dosage des glucides
Le dosage des glucides totaux a éte réalisé selon la méthode de Duchateau et Florkin (1959).
Cette methode utilise I’anthorone comme réactif et une solution mere de glucose (1g/l)
comme standard La méthode consiste a additionner a une fraction aliquote 100 ul du
surnageant contenu dans un tube a essai, 4 ml de réactif d’Anthrone. Apres chauffage du
mélange dans un bain marie a 80 C° pendant 10 min. Une coloration verte se développe,
L’intensité de la coloration mesurée a une longueur d’onde de 620 nm est proportionnelle a la
quantité de glucide présent dans 1’échantillon. La gamme d’étalonnage est effectuée a partir

d’une solution mere du glucose (1 mg/ml) (annexe).
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Dosage des métabolites
Echantillon (200mg) de tissu
¥
1ml de TCA a (20%)
+
Broyage
¥
Centrifugation (5000 trs/min, 10 min)
1
L 1 ,
Surnageant I Culot I !
v : v
Aliquote (100 1 ml éther/chloroforme |
. Sp— T |
Anthrone (4 mi) k Cemnﬁlgatim (5000
i trs/miin, 10 min) 3
Chauffer 80°C | l ]
10min(hain marie) ~ Surnageant II { Culot IT
' | i
Aliquote (100 ul) 1 ml NaOH (10%)
— It
Evaporation totale \ Agitation (vortex)
. ¥ \ ¥
1 ml d’acide 1 Dosage aliquote
s“‘.‘,’;‘““" | (100 ul)+ 4mil BBC
Agitation | ‘
¥ Agitation
Chauffagea 100°C |
10min au bain de sable J'
v
200ul mélange +2,5ml d’acide |
sulfphospho vanillicque ;
<+ ‘ A {'
Glucidt . Livide Protéine
Duchateau & Florkin, (1959) Goldsworthy et al., (1972) Bradford, (1976)

Figure 10 : schéma explicatif de différent dosage des métabolites (protéine, lipide et glucide).
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3.3. Dosage biomarqueére des stress oxydatif

Dosage de I’activité catalase

Le dosage spectrophotométrique de I’activité catalase (CAT) est réalisé suivant la méthode
de Cakmak et Horst (1991). La décroissance de 1’absorbance est enregistrée pendant trois
minutes par un spectrophotometre pour une longueur d’onde de 240nm et un coefficient
d’extinction linéique molaire €=39400 pM-1 .cm-1.L pour un volume final de 3ml, le
mélange réactionnel contient : 100ul de I’extrait enzymatique brut, 50ul de peroxyde
d’hydrogene H202 a 0,3% et 2850ul de tampon phosphate (50mM, pH 7,2). L’étalonnage de
I’appareil se fait en I’absence de I’extrait enzymatique. La réaction est déclenchée par

I’addition d’eau oxygeéneée.
Dosage de I’activité de glutathion S-Transférase (GST)

La mesure de ’activité de glutathion S-Transférase (GST) est déterminée selon la méthode de
Habig et al. (1974), Elle est basée sur la réaction de conjugaison entre la GST et un substrat,
le CDNB (1-Chloro2, 4-dinitrobenzéne) en d’un cofacteur le glutathion (GST), la conjugaison
entraine la formation d’une molécule novelle ; 1-S-Glutathionyle 2-4Di nitrobenzéne
permettant de mesurer I’activit¢é de GST. La valeur de la densité optique mesurée est
directement proportionnelle a la quantité de conjugué formé elle-méme liée a ’intensité de
I’activité GST .Les échantillons sont homogénéisés dans 1ml de tampon phosphate (0.1M,
pH6). L’homogénat est centrifugé a 14000 t/min pendant 30 min et le surnageant récupéré
servira comme source d’enzymes. Le dosage consiste a faire réagir 200ul du surnageant avec
1.2ml du mélange CDNB (1mM), GSH (5mM). La lecture des absorbances est effectuée
pendant une minute et chaque 15sec a une longueur d’onde de 340 nm contre un blanc

contenant 200 ul d’eau distillée remplacant la quantité de surnageant.

Dosage de I'activité du glutathion (GSH)
Le dosage du glutathion est réalisé selon la méthode de Weckbeker et Cory (1988). Le
principe de ce dosage repose sur la mesure de I’absorbance de 1’acide 2-nitro-5-
mercapturique, ce dernier résulte de la réduction de I’acide 5,5 -dithio-bis-2-nitrobenzoique

(DTNB) par les groupements (-SH) du glutathion. Une fois préparé, I’échantillon
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(cytosol/matrice) doit subir une déprotéinisation par I’acide sulfosalycilique (0.25%) afin

de protéger les groupements-SH du glutathion.

Brievement; les échantillons (200mg de tissu) sont mis individuellement en présence de
8ml de solution d’EDTA (Acide Ethyléne Diamine Tétra Acétique) a 0.2M. Le mélange mis
dans des glagons est broy¢ a 1’aide d’un pilon en porcelaine. L’homogénat est ensuite
déprotéinisé en prenant 0.8ml de ce dernier auquel on ajoute 0.2ml d’une solution d’acide
sulfosalycilique (SSA) a 0.25%. Le mélange est vortexé et laissé pendant 15min dans un bain
de glace, et centrifugé ensuite pendant 5min a 1000t/min.0.5ml du surnagent est préleve
auquel est ajouté 1ml de tampon tris HCL+EDTA (0.02M), pH 9.6. Au mélange est ajouté
0.025ml de I’acide 5,5'-dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) a 0.01M dissous dans le
Méthanol absolu. Le mélange est laissé reposer pendant 5min a température ambiante et

L’absorbance (A) est mesurée a 412nm.

4. Etude comportementale :

Le comportement anxieux inné est une composante fondamentale du comportement général
des rongeurs. Il se manifeste par ’attitude de 1’animal a avoir peur lorsqu’il est mis, sans
expérience préalable, dans un environnement non protégé. Ce comportement peut étre évalué
a d’acide de dispositifs expérimentaux validés dont les plus utilisés dans notre travail

Sont le labyrinthe en croix surélevee (EPM, Elevated Plus Maze), le champ ouvert (OF, Open
Field), la nage forcée (FST, Forced swimming test) et le dispositif aquatique de Morris
(MWM, Morris water maze). La série des tests comportementaux a été réalisée aprés a la fin

du protocole du stress de contention (avant accouplement).

Test du champ ouvert (Open Field) (Hall, 1934)

Le test de ’Open Field, initialement décrit par Hall en (1934), a été développé dans le but de
mesurer les différences de réactivité émotionnelle chez le rat.

Le dispositif se compose d’une base entourée par des parapets en plexiglas dont les mesures
sont respectivement de 70cmx70cmx40cm. Le plancher est sous forme de carrés de
10cmx10cm de diamétre, il a été divisé en deux zones : zone centrale et zone périphérique
dont chacune est de 35cm.

Le test de champ ouvert est réalisé pendant Smn et ’animal est placé au centre du dispositif.
Son déplacement permet de mesurer le nombre de carrés traversés ainsi que le temps passé
dans chaque zone. De ce fait, ce test indique d’activité locomotrice et le comportement

anxieux respectivement. Ce dernier est d’autant plus prononcé quand le rat passe plus de
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temps dans la zone périphérique. Quant a la zone centrale, son exploration représente un signe

de moindre anxiété.

40 cm

:;)).

70 cm

Figure 11: Test du champ ouvert (open Field) (Hall, 1934)
Test du labyrinthe en croix surélevée (Elevated plus maze) (Montgomery, 1955) :

Le labyrinthe en croix surélevée est utilisé pour mesurer le degré d’anxiété chez les rongeurs
(Handley and Mithami, 1984).

Le labyrinthe surélevée de 50cm du sol est composé de quatre bras en bois, deux bras ouverts
(50x10cm) s’opposant perpendiculairement a deux bras fermés (50x10cm) avec 40cm de
plexiglas haut bord. L’intersection des quatre bras (plate-forme centrale) mesurait 10cm
(Montgomery, 1955 ; Roy, 2002). Le test du labyrinthe en croix surélevée est réalisé pendant
5 min en placant I’animal dans I’aire centrale face a un bras ouvert. Etant donné que le rat
craint les espaces vides et hauts, son exploration dans les bras ouverts témoigne d’un
comportement moins anxieux. A L’encontre, plus I’animal est localis¢ dans les bras fermés
plus son comportement est désigné

Comme anxieux (Pellow et al. 1985). A I’issue de ce test, les paramétres suivants sont
mesurés : le temps passé dans les bras ouverts, le temps passé dans les bras fermés, le nombre

d’entrée dans les bras ouverts et le nombre d’entrée dans les bras fermés.
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Figure 12 : Test du labyrinthe en croix surélevee ( Elevated plus —maze )
(Handley and mithami,1984).
Test aquatique de Morris (Morris water maze) (Morris, 1981)
Le Morris Water Maze est utilisé pour identifier et évaluer 1’apprentissage spatial et la
mémoire des rongeurs (Morris, 1981). Le bassin de Morris est une piscine circulaire de 120
cm de diametre et 60 cm de profondeur, fabriqué en polypropyléne et installé sur un support.
Celui-ci est divisé en quatre quadrants ; I’'un de ces derniers comporte une plate-forme
Iégerement immergée ; 1 cm au- dessous de la surface de 1’eau (le quadrant cible 3). Il est
rempli d’eau a 30 centimétres de profondeur. La température de I’eau est maintenue entre 22
et 32°C. Le test de Morris comporte 4 jours d’essai avec 5 passages par jour (3jours avec
plateforme (apprentissage) et dans le 4eme jour 2passages avec plateforme et 3 sans
plateforme (mémorisation). La ratte est déposee dans I’ecau en périphérie a des endroits
différents, elle nage jusqu’a trouver la plate-forme puis elle est retirée de 1’eau. Le test est
refait avec seulement un passage de 60 secondes. Si la ratte ne trouve pas la plate-forme au
bout de 60
Secondes, le passage est terminé et I’expérimentateur place I’animal sur la plate- forme pour

dix secondes. La plate-forme est retirée au 4éme jour du test et 1’essai dur 60 secondes. Tous
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les essais sont filmés et les trois paramétres a enregistrer sont : le temps passé dans le

quadrant cible, le nombre d’entrée dans le quadrant cible.

Quadrant |

Quadrant 4

Quadrant 2§

Plateforme

Quadrant 3

Figure 13 : Test aquatique de Morris (Morris water maze) (Morris, 1981)

5. Etude statistique

Les résultats obtenus ont été exprimés par la moyenne de six répétitions (moyen + écart type),
et pour mieux visualiser en utilisant I'office Excel 2013 pour représentés ces résultats sous
forme des graphiques et des histogrammes. L’analyse statistique a été réalisée a l'aide du
logiciel Minitab(R) 17.1. La signification de différence entre le lot témoin et les lots traités est
verifiée en utilisant le test de Dunette et le test t «Student», et le résultat de comparaison
comme suivant :

e P > 0,05=ladifférence n’est pas significative.

(*) 0.05 >P > 0,01 = la différence est significative.

(**) 0.01 >P > 0,001 = la différence est hautement significative.

(***) P <0,001 = la différence est trés hautement significative.
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1. Effet de I’azoxystrobine sur les parameétres biochimiques chez les rats

Effet de I’azoxystrobine sur le taux des lipides

p=0,01

©

o

Y
)

B Témoin M Dosel MDose2 M Dose3

‘Iinl

Témoin Dose 1 Dose 2 Dose3

o o
o o
N w

1 1

Tauxde lipide(ug/mg)
S
=

Groupes des rats taitées

Figure 14 : variation de taux des lipides (ug /mg) chez les rats temoins et traités apres

28 jours de traitement.

La figure 14 represente les taux de lipides dans les reins, ou on observe une modification
significative (p>0,01) du niveau de lipides dans le groupe traité avec différentes doses
d'azoxystrobine par rapport au groupe témoin. Tandis qu’on remarque que le taux de lipide
du témoin est probablement similaire a la premiére dose (dosel), et on observe une
diminution a la deuxiéme dose par rapport au groupe témoin. Quant a la troisieme dose, on

note une augmentation notable par rapport au groupe témoin.

Les lipides présents dans les membranes, qui sont particulierement riches en acides gras
polyinsaturés (AGPI), sont une cible privilégiée des radicaux libres. Les acides gras avec un
plus grand nombre de liaisons doubles sont plus susceptibles de subir une peroxydation, un
processus oxydant nuisible pour la cellule. Les lipides sont également sujets a la peroxydation
lipidigue, qui entraine une altération de I'organisation membranaire avec des changements de
fluidité et de perméabilité (Hiltenbrand, 1999; Durand et al. 2013). L'administration
d'Azoxystrobin a différentes doses chez les rats a entrainé une perturbation métabolique,
caractérisées par une augmentation significative du contenu lipidique total par rapport au

groupe témoin. Cette augmentation peut étre due a l'action des radicaux libres en cas de stress
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oxydatif.

Effet de I’azoxystrobine sur le taux des protéines
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Figure 15 : variation de taux des protéines (mg/g) chez les rats témoins et traités
apres 28 jours de traitement.
Le figure 15 représente les taux de protéines dans les reins, ou I'on observe une augmentation
significative (p>0,01) du taux de protéines dans le groupe traité avec différentes doses
d'azoxystrobine par rapport au groupe témoin, indiquant une toxicité au taux des proteines.
Tandis qu’on remarque que le groupe témoin est similaire a la premicre dose, mais on observe

une augmentation a la deuxieme et a la troisieme dose par rapport au groupe témoin.

Les résultats actuels ont révélé une augmentation significative des protéines totales suite a
I'administration d'Azoxystrobine. De méme, une étude menée par Mongi et al. En 2011 a
signalé une augmentation des protéines chez le rat, et cette effet pourrait étre attribuée aux
dommages oxydatifs causés par les radicaux libres. De plus, cette augmentation pourrait étre
due a l'induction de la synthese d'enzymes de détoxification et de métabolisation sous l'effet
du stress oxydatif, comme rapporté par (Nahid et al. en 2015). L'Azoxystrobine peut ainsi
altérer le métabolisme des protéines, des acides aminés et de leur synthese, selon une étude de
(Pariet Amudha en 2011).
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Effet de I’azoxystrobine sur le taux des glucides
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Figure 16 : variation de taux des glucides (mg/L) chez les rats témoins et traités

apres 28 jours de traitement.

La figure 16 représente les taux des glucides dans les reins, ou I'on observe une diminution
non significative (p>0,05) du taux des glucides dans le groupe traité avec différentes doses
d'azoxystrobine par rapport au groupe témoin. Tandis qu’on remarque que le groupe témoin
est probablement similaire a la premiere et a la troisiéme dose, tandis qu'une augmentation

notable est observée a la deuxiéme dose par rapport au groupe témoin.

Dans cette étude, les résultats montrent globalement une diminution non considérable du taux
de glucides dans les reins des rats traités avec la plus faible et la plus forte doses
I'Azoxystrobin. Cet effet pourrait étre attribué a I'utilisation directe du glycogéne pour la
régénération d'énergie ou a une condition d'hypoxie. Les glucides sont les principales sources
d'énergie immédiate, et en cas d'effort, les réserves glucidiques sont épuisées pour répondre a

une demande énergétique accrue.

Effet d’azoxystrobine sur les paramétres enzymatiques chez les rats wistar
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Effet d’azoxystrobine sur I’activité du glutathion réduit GSH
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Figure 17 : variation du I’activité du taux GSH (umol/min/mg protéine) chez

les ratstémoins et traités par azoxystrobine apres 28 jours de traitement.

La figure 17 représente les taux de GSH (glutathion réduit) dans les reins, ou une diminution
extrémement tres hautement significative (p<0,001) du taux de GSH a été observee dans le

groupe traité avec des doses d'azoxystrobine pendant 28 jours, par rapport au groupe témoin.

L'effet du traitement sur les paramétres de stress oxydatif, en générant des especes réactives
de l'oxygéne (ERO), provoque ainsi un stress oxydatif dans les reins. L'impact sur le
glutathion réduit (GSH) a été pris en compte dans la premiére série d'analyses, qui ont évalué
les indices de néphrotoxicité au niveau des reins. Le glutathion joue un réle crucial dans les
mécanismes de détoxification cellulaire et constitue la premiere ligne de défense
antioxydante. Le glutathion réduit agit donc comme un protecteur des cellules contre les effets
toxiques (Saka et al. 2002). Nos résultats sont en accord avec cette constatation, car nous
avons observé une diminution significative du taux de GSH. La diminution du taux de
glutathion réduit (GSH) est le résultat de son interaction avec les radicaux libres générés par

les insecticides. Ce résultat est confirmé par les études de Fetouiet al. (2010).
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Effet d’azoxystrobine sur I’activité du Glutathion-S-transférase GST
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Figure 18 : variation du I’activité du GST (umol/min/mg protéine) chez les rats

témoins et traités par azoxystrobine aprés 28 jours de traitement.

La figure 18 indique que l'administration d'azoxystrobine a des doses différentes doses
pendant 28 jours chez les souris Wistar entraine une augmentation extrémement significative
(p<0,01).

Une augmentation avec une dose dépendante ou on a enregistré les doses (dose 1, dose 2,
dose 3).

L'effet sur la glutathion S-transférase (GST) est également observé. La GST est une enzyme
essentielle dans la désintoxication des xénobiotiques et la protection contre les métabolites
nocifs générés suite a I'exposition au stress oxydatif (Hayes et al. 1995). Ces métabolites sont
dégrades (Das et al. 2007). Nos résultats ont montré une augmentation p significative du
niveau de GST. Une autre étude menée par Bansal et al. (2005) renforce ce résultatou ces
activités des enzymes antioxydantes, telles que la glutathion-S-transférase (GST), ont été
augmentées en réponse a la N-nitrosodiéthylamine dans le foie des rats. Ces résultats sont
également en accord avec les données bibliographiques d'EI-Shenawy (2010), Fetoui et al.
(2008), et Abbassy et al. (2014), qui ont rapporté une augmentation de cette enzyme chez le

rat.
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Effet d’azoxystrobine sur I’activité du catalase (CAT)
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Figure 19 : Variation de I’activité enzymatique du Catalase (umol/min/mg de protéine)

chez les rats témoins et traité aprés 28 jours de traitement.

La figure 19 représente les taux de catalase dans les reins, ou I'on observe une diminution tres
hautement significative (p < 0,001) du taux de catalase dans le groupe traité avec différentes
doses d'azocystrobine par rapport au groupe témoin. Il est a noter que la troisiéme dose est
inférieure a la deuxiéme dose, et la deuxiéeme dose est inférieure a la premiére dose, par

rapport au groupe témoin.

La catalase (CAT) représente la deuxieme étape du systéeme de défense enzymatique. Elle
métabolise les peroxydes en eau (Chakrabarti, 1982). En revanche, nos résultats indiquent une
diminution du niveau de catalase. La catalase joue un r6le essentiel dans la protection des
tissus contre les effets toxiques du peroxyde d'hydrogene (H202). Elle catalyse la
décomposition du peroxyde d'hydrogene en oxygene moléculaire (O2) et en eau (H20),
formant ainsi des composés moins dangereux. Les résultats biochimiques du groupe traité
avec I'Azoxystrobine ont révélé une diminution trés significative de l'activité de I'enzyme
antioxydante catalase (CAT) dans les cellules rénales des rats traités avec 0,5 et 0,6 ml/j, par
rapport au groupe témoin. Cette diminution s'explique par l'utilisation de cette enzyme pour
éliminer le peroxyde d'hydrogene (H202). Ces résultats sont en accord avec l'étude de

(Milosevic et al. 2017).
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Partie pratique : Résultat et discussion

Les analyses biochimique critique

Acide urique
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Figure 20 : variation d’acide urique (mg/dl) chez les rats.

Le schéma ci-dessus repréesente les taux d'acide urique dans les reins, ou I'on observe
une augmentation significative (p>0,05) du taux d'acide urique avec les doses (2 et 3). Tandis
qu’on remarque que le taux d'acide urique dans les reins du groupe témoin est similaire a la

premiére dose.

L’acide urique est le produit final du catabolisme de purines. La plupart d’acide urique
est excrété dans les urines et environ 30% subit une élimination intestinale lorsque la fonction
rénale n’est pas altéré (Reyes, 2003). L’acide urique soluble cause une altération de

’autorégulation et contribue au stress oxydatif au niveau rénal.

Nos résultats montrent que le traitement des rats par les deux fortes doses de pesticides
pris individuellement entraine une augmentation du taux acide urique dans le plasma.
L'altération de la fonction rénale est susceptible de se produire par des dommages oxydant
rénal. En fait, I'acide urique présent dans le sang est lI'un des antioxydants les plus importants

(Amis et al.1981). Ce composé est le produit final du catabolisme des purines et peut réduire
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Urée

Partie pratique : Résultat et discussion

le stress oxydatif via I'élimination de diverses espéces réactives de I'oxygéne (ROS) (Reyes,
2003).
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Figure 21 : variation des urées (mg/dl) chez les rats.

Selon la figure 21 qui représente les taux d'urée dans les reins, ou on observe une légere
diminution statistiquement non significatif (p>0,05) du taux d'urée. Avec la 2¢™ | la 3°™ dose
dose. Tandis qu’on remarque une légére augmentation avec la 1 dose par rapport au groupe

témoin.

Nos resultatas sont accord avec ceux des EI-Shafey et al.2011 ; Abd-Elhady et al, 2013 ; Nasr
et al.2016 ou les rats traités par le spiromesifene ont connu une fluctuation de la concentration
sérique en urée. Contradictoirement a nos résultats d’autres chercheurs ont rapporté
I’augmentation de 1'urémie apres le traitement des rats par I’abamectine ainsi que ceux de
Yahia et al.2015 qui ont enregistré I’augmentation de 1’'urémie induite par I’administration du

mancozebe a des rats.

L’urée est le produit final de la dégradation des protéines. Il est connu que 1’élévation de
I’'urémie peut étre corrélée avec une augmentation du catabolisme de protéines chez les
mammiferes, et/ou la conversion de ’ammoniac en urée en raison d’une augmentation de

synthése de I’enzyme arginase impliquée dans la production d’urée (Fetoui et al.2010).
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Conclusion

Conclusion:

L'usage des pesticides conduit a une exposition a ces produits et aux substances qu'ils

contiennent, sélectionnées pour étre toxiques vis-a-vis d'organismes vivants et présentant de

ce fait un effet potentiel intrinséque pour les organismes non cibles et, plus généralement

I'ensemble des écosystemes.

Ce travail nous a permis de mettre en évidence l'effet des pesticides sur les reins chez les rats

Wistar. L'administration orale de pesticides a différentes doses de poids corporel chez des

rats males adultes provoque des perturbations des paramétres biochimiques, du stress, du

systeme antioxydant et des paramétres de croissance exprimés, notamment Via :

une augmentation significative du taux des lipides sur nephron.
Une augmentation significative du taux de protéine sur nephron.
Une diminution significative du taux des glucides sur néphron.
Une inhibition de I’activité cellulaire du glutathion réduit (GSH).

Une augmentation tres hautement significative de 1’activité enzymatique du
glutathion -S-transférase (GST).

Une diminution de I’activité enzymatique de catalase (CAT).

Donc, selon notre études nous adhérons aux conseils suivants :

» De nombreux légumes et fruits que nous consommons quotidiennement contiennent

une quantité de pesticides qui peuvent nuire a notre santé, il faut donc bien se laver 3
ou 4 fois avant utilisation.

Achetez le pesticide auprés d'une source fiable, tout en évitant d'acheter des
pesticides aupres de sources inconnues.

Le pesticide doit étre pulvérisé au moment et a la dose appropriée, conformément
aux recommandations approuvées par le ministere de l'agriculture, avec une révision
du guide agricole a cet égard.

L'étiquette antiparasitaire est votre principal outil pour résoudre efficacement et en
toute sécurité votre probléme de nuisibles.

Les pesticides sont congus pour tuer ou contrdler les ravageurs vivants (mauvaises
herbes, insectes, nématodes ou rongeurs). Si les pesticides sont mal utilisés, ils

peuvent nuire aux humains et aux animaux et polluer l'air, le sol et l'air.

En perspective, nos résultats ouvrent des fenétres pour d’autres études plus approfondis
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Conclusion

Qui s’intéressent a :

» Larecherche des méthodes et des procédures qui nous permet de prédire les effets
toxiques des mélanges de pesticides sur la base des effets toxiques de leurs
composants lorsqu’ils sont pris individuellement.

> Les effets des mélanges de pesticides sur le systéme immunitaire.

> Les effets génotoxiques, tératogenes, et cancérogénes provoqués par I’exposition
chronique aux mélanges des pesticides.

> Les effets perturbateurs endocriniens, les effets sur la fertilité et la reproduction
provoquées par I’exposition aux mélanges de pesticides.

» L’association entre I’augmentation de risque des maladies neurodégénératives et

L’exposition aux melanges de pesticides.
Personne ne devrait étre exposé a des quantités dangereuses de pesticides. Les personnes qui

Pulvérisent des pesticides sur les cultures ou dans les maisons ou les jardins doivent étre
Convenablement protégées. Quant aux personnes qui n’ont pas de rdle direct dans la
pulvérisation de pesticides, elles doivent rester a 1’écart pendant et aprés le processus de

pulvérisation pendant un certain temps.
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