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Résumé

L'azoxystrobine est utilisée comme fongicide, et c'est un principe actif a large
spectre largement utilisé en agriculture pour protéger les cultures des maladies
fongiques.Notre étude porte aujourd'hui sur I'évaluation de la toxicité de ce
nouveau fongicide, qui appartient a la famille des strobilurines, et de ses effets.
sur certains facteurs liés a la fonction hépatique. Cette étude a été menée a travers
une expérimentation menée sur 20 rats de souche Wistar répartis en 4 groupes de
5 rats chacun, l'analyse des resultats obtenus a montré que le traitement a
I'’Azoxystrobine provoque une hépatotoxicité se traduisant par une modification
des indicateurs biochimiques et enzymatiques, et cela se manifeste par une
augmentation Niveau de protéines et d'amidon i gst. De plus, nous avons
enregistré une diminution du GSH. A travers ces résultats, nous avons conclu que
cet herbicide Azoxystrobine n'a aucune toxicité sur le foie.

Mots clés : insecticide, azoxystrobine, hépatotoxicite, rats



Abstract

Azoxystrobin is used as a fungicide, and it is a broad-spectrum active ingredient
widely used in agriculture to protect crops from fungal diseases. Our study today
focuses on the toxicity evaluation of this new fungicide, which belongs to the
strobilurin family, and its effects. on certain factors related to liver function.
This study was carried out through an experiment carried out on 20 rats of the
Wistar strain divided into 4 groups of 5 rats each, the analysis of the results
obtained showed that the treatment with Azoxystrobin causes hepatotoxicity
resulting in a modification of the indicators biochemical and enzymatic, and this
Is manifested by an increased level of protein and starch i gst. In addition, we
recorded a decrease in GSH. Through these results, we concluded that this
herbicide Azoxystrobin has no toxicity on the liver.

Key words: insecticide, azoxystrobin, hepatotoxicity, rats
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Introduction

Les produits chimiques constituent certainement 1’une des grandes évolutions industrielles du
XXe siecle, ils sont devenus incontournables dans notre vie quotidienne (Pierre Castillon,
2012) en réalité une grande partie d’entre elles entrent dans la composition des produits

phytosanitaires (Druart, 2011)

Depuis plusieurs décennies, les systemes agricoles sont fondés sur le recours aux pesticides de
synthese qui permettent d’accroitre, de stabiliser les rendements et d’assurer une qualité
meilleurs des productions agricoles .Ces molécules ont permis d’éliminer les mauvaises herbes
et lutter contre les insectes nuisibles aux cultures et a la santé humaine de facon rapide et
efficace (Calvet, 2005). De ce fait, elles sont devenues un enjeu économique et sanitaire
important. L’utilisation massive des pesticides dans I’environnement a un impact sur la
reproduction, la croissance, le développement, le comportement ainsi que le fonctionnement
des systemes immunitaires et endocriniens des organismes non visés. Ainsi, les effets
secondaires des insecticides et les impératifs environnementaux ont encouragé la recherche de
méthodes alternatives de lutte par la mise en ceuvre d’une lutte chimique raisonnée ou

biologique ou intégrée (Maiza, 2013).

C’est dans ce contexte que notre travail a pris naissance. Notre étude a pour objectif d’évaluer
la toxicité de pesticide en étudiant les effets toxiques de 1Azoxystrobine chez les rats de la
souche wistar au niveau hépatique.Nous avons pour cela mis au point le dosage de quelques
parametres biochimiques ainsi que 1’évaluation des paramétres du stress oxydatif (GSH, CAT,
GST)

Pour ce faire, nous avons structuré notre travail en deux parties ; la premiere partie est consacrée

a une synthese bibliographique qui comporte trois chapitres. Le premier chapitre est

Consacré sur le pesticide. Nous avons ensuite abordé un deuxieme chapitre sur le stress oxydatif

et dans le troisieme et dernier chapitre, nous présentons le foie.

Quant a la deuxiéme partie est expérimentale, elle est réservée a I’ensemble du matériels et
méthodes utilisées pour 1’évaluation de ’activité anti hépatotoxique in vivo, chez des rattes

traitées par I'azoxystrobine. Enfin la discussion des résultats obtenus suivi par conclusion.
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Chapitre I : Les Pesticides

1. Généralité sur les pesticides

1.1. Définition

Le mot « pesticide », terme générique dérivé des termes latins « caedere » (tuer) et « pestis »
(fleau), intégré a la langue anglaise dés les années 1940, puis a la langue francaise a la fin des
années 1950 est utilisé aussi bien dans le langage courant que scientifique. Les pesticides ont
comme caractéristique principale de lutter contre des organismes nuisibles (animaux, végétaux,
champignons) mais ils peuvent aussi réguler la croissance des végétaux, avoir des propriétes
défoliantes ou dessicantes, ou encore améliorer le stockage ou le transport des produits de

culture (Inserm, 2013).

Selon la définition de la FAO (1986) un pesticide est "une substance utilisée pour
neutraliser ou détruire un ravageur, un vecteur de maladie humaine ou animale, une espece
végétale ou animale nocive ou génante au cours de la production ou de I'entreposage de produits

agricoles
1.2. Classification des pesticides

Selon POMS (1991) 1l existe de nombreuses classifications des pesticides, en fonction de
I'organisme visé, de la structure chimique du composeé utilisé ou de la nature et de la gravité des

risques correspondants pour la sante.

Tableau 01 : Mode d'action des herbicides, fongicides et insecticides.

Herbicide
De contact Agit sur les parties de la plante avec lesguelles il entre en contact.
Systémigue Absorbé par la plante, se déplace a l'intérieur de celle-ci.
Seélectif Ne controle que certaines plantes parmi celles qui sont traitées.
Mon sélectif Contrdle toutes les plantes traitées.
Résiduaire Se degrade lentement et c?:urnlétrrl-ﬁolcllzel.ﬁ plantes pour une longue
Fongicide
Preventif Protége la plante en empéchant gue la maladie se développe.
Curatif Reéprime une maladie qui est déja développee.
Insecticide
De contact Agit lorsque |'insecte entre en contact avec le produit.
Dinhalation Agit lorsgue l'insecte respire le produit.
I¥ingestion Agit lorsgue l'insecte se nourrit du produit.

1.3. Intérét de lutilisation des pesticides




Chapitre I : Les Pesticides

¢ Dans I’agriculture, les pesticides sont utilisés pour lutter contre les insectes, les champignons,
les parasites, et les herbes estimes nuisible a la production et a la conservation de cultures et

produits agricoles ainsi que pour le trainement des locaux.

e Dans I’industrie en vue de la conservation de produits en cours de fabrication (textiles,
papiers) Vvis a vis des moisissures dans les circuits de refroidissement vis a vis des algues et

pour les désinfections des locaux.
e Dans les constructions pour protéger le bois et les matériaux

e En médecine (paludisme, malaria typhus et autre épidémies). (Nahida, 2012).

1.4. Modes d’exposition aux pesticides

Les sources d’expositions sont multiples, puisque les pesticides sont présents dans
tous les compartiments de I’environnement. L’exposition peut avoir lieu par
contact direct avec la source ou par contact indirect, En effet I’organisme humain

est donc exposé via I’ingestion, I’inhalation ou I’absorption cutanéomuqueuse.

Les voies prépondérantes varient selon qu’il s’agit d’exposition en milieu
professionnel ou en population générale, c’est-a-dire selon deux contextes
d’exposition : I'une habituellement élevée, 1’autre généralement trés faible mais

répetee dans le temps, voire chronique.

Les enfants et les femmes enceintes, ou plus exactement leur foetus, sont
des populations particulierement sensibles. Les enfants présentent des profils
d’exposition différents de ceux des adultes. Ils sont plus exposés par voie
respiratoire, mais aussi par ingestion lors du contact des mains souillées avec la

bouche et lors de I’allaitement ou par voie placentaire au stade feetal (Géraldine

Amblard, 2009).
1.5. Impact des pesticides sur I’environnement

Les pesticides peuvent étre responsables sur les pollutions diffusés et chroniques

ou aigués et accidentelles, lors de leur fabrication, transport ou utilisation. Les
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risques pour I’environnement sont d’autant plus grands si ces produits toxiques
sont utilisés sur des surfaces a des doses élevées, présentant ainsi un danger pour

la population et les écosystemes (Lucile Montestrucg, 2016).

En effet, un traitement important avec des pesticides au niveau du sol peut
entrainer une baisse des populations de microorganismes bénéfiques pour le sol
et contaminer méme les eaux souterraines, la pollution des eaux souterraines due
aux pesticides est un probleme mondial. Une fois que les eaux sont polluées la

contamination peut prendre plusieurs années pour se dissiper (Calvet, 2005).

En outre les pesticides peuvent étre toxiques pour les insectes bénéfiques, les
oiseaux, les mammiferes, les amphibiens ou les poisons. L’empoisonnement de
la faune sauvage résulte de la toxicité d’un pesticide et de ses autres propriétes,
les pesticides utilisent en agricultures peuvent réduire I’abondance des mauvaises

herbes et insectes qui sont une source importante de nourriture pour de nombreuses

especes animales ce qui peut altéres la chaine alimentaire. (Elkhansa, 2016)

I
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Figure 01. impact des pesticides sur I’écosystéme (Dorothée, 2011)

1.6. Effets des pesticides sur la sante

La contamination de I’homme par pesticides peut se faire par différentes voies, il peut

les absorber via les aliments et I’eau ou par contact avec la peau ou encore par inhalation,
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Certains produits qui présente une toxicité aiglie importants peuvent étre élimines facilement

par I’organisme (Nahida, 2012)

Cependant, d’autre substance de toxicité moindre sont susceptible de s’accumuler dans

I’organisme et d’induire des effets a plus long terme qui sont difficilement quantifiable.

D’autre part, ces produits sont transformés & la fois en différentes métabolites

susceptibles d’engendrer d’autre répercutions sur 1’organisme humains (J.Boland et al,
2004),).

En effet de nombreuses études épidémiologiques montrent que 1’exposition aux
pesticides augmente notablement le risque de survenue de cancers, de troubles de la

reproduction et de maladies neuro -dégénératives (Jinky, 2010).
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1. Définition

Le stress oxydatif, parfois appelé stress oxydant, dans les systéemes biologiques, le stress
oxydant est la conséquence d’un déséquilibre entre la production des radicaux libres et la
destruction par des systémes de défenses anti-oxydantes donc c’est un déséquilibre de la
balance antioxydants/prooxydant en faveur des pro-oxydants. Se définit aussi comme un état
dans lequel le niveau de l'oxygene réactif toxique intermédiaires surmonte les défenses
antioxydantes endogénes de I'néte ; Il se développe lorsque il y a une surproduction des
radicaux libres et un déficit en antioxydantes, c’est-a-dire les molécules oxydants sont produits
plus rapidement qu'ils ne peuvent étre neutralisés par 1'organisme, donc 1’origine du stress

oxydatif sont les radicaux libres principalement( Koppenol., 2001)
2. Les radicaux libres

Les radicaux libres sont des espéces chimiques (atomes ou molécules) qui possedent un ou
plusieurs électrons célibataires (électron non apparié) sur leur couche externe et capable

d’existence indépendante (Leverve et al., 2001).

Ils sont paradoxalement indispensables au maintien de la vie cellulaire et jouent un réle

important dans la lutte contre les infections (Tessier et Marconnet., 1995).

Les radicaux libres sont produits par de nombreux mécanismes tant endogenes qu'exogenes:
phagocytose, chaine respiratoire mitochondriale, cellules endothéliales, cellules micro gliales,
métaux lourds, rayonnements ultraviolets ou ionisants, oxydation dans l'organisme des

catécholamines, des pesticides ou certains médicament...etc (Leverve et al., 2001).

Ils peuvent étre dérivés de I'oxygéne (ERO) ou d’autres atomes comme l'azote (ERN)

(Delattre et al., 2005).

Dans les cellules, On peut distinguer les radicaux primaires qui jouent un réle particulier en
physiologie. Les autres, dits radicaux secondaires, se forment par réaction de ces radicaux
primaires sur les composés biochimiques de la cellule. Ces radicaux primaires dérivent de
l'oxygéne par des réductions a un électron tels 1'anion superoxyde O2¢- et le radical hydroxyle
OHe, ou de 'azote tel le monoxyde d'azote NO+ (Favier., 2003).

Généralement les espéces réactives de I'oxygéne ERO sont divise en :




Chapitre 11 : Stress Oxydant

e -Des radicaux oxygénés caractérisés par un €électron non apparié (I'anion superoxyde O2e, les

radicaux hydroxyles HOe, peroxyle ROOe, alkoxyle RO¢).

e Des dérivés de I'oxygene non radicalaires comme le peroxide d’hydrogéne H202, 1’oxygéne
singulet 102 et le nitroperoxyde (ONOOH) mais qui sont aussi réactives et peuvent étre des
précurseurs de radicaux libres (Favier., 2003).

En effet, les EOA produites en permanence dans I'organisme et exercent deux types d'action:
des effets physiologiques, ils sont impliquées dans le maintien de I'homéostasie cellulaire
prolifération cellulaire normale, métabolisme normal, état redox normal pour I'expression de

génes ou de la défense de I'organisme(Defraigne et Pincemail.,2007),

et des effets déléteres affectant différentes macromolécules et pouvant s'accumuler avec I'age

pour conduire a des pathologies et aux manifestations du vieillissement (Barouki ., 2006).

....... MOA

Figure 2. Origine des différents radicaux libres oxygéné (Hazout et al., 2008).
3. Les conséquences du stress oxydatif

L'accumulation des EOR a pour conséquence l'apparition de dégats cellulaires et tissulaires
souvent irréversibles dont les cibles biologiques les plus vulnérables sont les protéines, les

lipides, I'acide désoxyribonucléique et glucides. (Favier, 2003)
4. Oxydation des lipides

Les lipides et précisément leurs acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiée de I'attaque

par les EOR, réaction appelée peroxydation lipidique. Ses conséquences seront différentes:
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- L'attaque des lipides circulants aboutit a la formation des LDL oxydées, qui captées par des
macrophages forment le dépot lipidique de la plaque d’athérome des maladies

cardiovasculaires (Durand et Beaudeux., 2011).

- L'attaque des phospholipides membranaires entraine la perte d’acides gras polyinsaturés,
modifie la fluidité de la membrane et donc le fonctionnement de nombreux récepteurs et

transporteurs et la transduction des signaux (Favier., 2003).

La premiere étape, dite d’initiation consiste en 1’arrachement par le radical libre d’un atome
d’hydrogeéne d’un groupement méthyléne (-CH2-) surtout s’il est adjacent a deux double
liaisons (Girotti ., 1998). La phase de propagation débute lorsqu’une molécule d’O2 attaque
le radical acide gras (AGPI*®) pour former un radical peroxyle (AGPI-OQO®) qui peut arracher
un H*® a un autre donneur RH et créer un nouveau radical, qui s’oxydera et ainsi de suite
(Sivanandham., 2011). La phase de terminaison consiste en la recombinaison de deux
radicaux pour former des composes plus ou moins stables. Du fait de leur instabilité, les
peroxyles (AGPI-OQ0°®) issus des AGPI se décomposent et libérent de nombreux produits tels

que des aldéhydes (malonate-dialdéhyde, 4-hydroxynonénal ...) (Durand et Beaudeux., 2011
5. Oxydation de I'ADN

Les dommages oxydatifs a 'ADN peuvent étre le plus dangereux pour la cellule car il affecte
le cycle cellulaire et conduit a des mutations et le cancer. L'oxydation de la guanine par le
radical hydroxyle(OH?®) a 8-hydroxy-2-désoxy-guanosine (8-OHdG), qui a finalement conduit
a GC — TA transversions lors de la réplication de I'ADN suite. Altération de I'ADN a
été suggérée d'étre responsable en partie dans les processus de vieillissement, le diabéte sucré,

les maladies inflammatoires et les maladies du foie (Floyd., 1990).
6. Oxydation des protéines

L'oxydation des protéines par ROS / RNS peut produire une gamme de produits stables ainsi
que réactifs tels que les hydroperoxydes de protéines qui peuvent générer des radicaux
supplémentaires en particulier lors de I'interaction avec des ions de métaux de transition. Bien
que la plupart des protéines oxydées qui sont fonctionnellement inactifs soient rapidement
retirés, certains peuvent progressivement s’accumuler avec le temps et de contribuer ainsi aux

dommages liés au vieillissement ainsi que diverses maladies (Devasagayam et al., 2004).

E
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7. Oxydation des glucides

Le glucose peut s'oxyder dans conditions physiologique en présence de traces métalliques en
libérant des ceto-aldéhydes, H202 et OH-+. Son oxydation entraine la coupure de protéines et
leur glycation par attachement du ceto-aldéhyde. Les protéines glyquées extraites du sérum de
beeuf présentent un grand nombre de résidus tryptophanes oxydes, témoignant d'une atteinte

radicalaire (Hunt et Wolf., 1991).
8. Maladies humaines liées a un stress oxydatif

Le stress oxydant est un phénoméne impliqué dans I'apparition de plusieurs maladies Il en est
pour certaines la ou I'une des causes, pour d'autres une des conséquences comme la sclérose
latérale amyotrophique, syndrome de détresse pulmonaire aigue, cedéme pulmonaire,
vieillissement accéléré, la maladie d’Alzheimer, les rhumatismes et les maladies

cardiovasculaires mais aussi le diabéte et les cancers...

En effet les relations entre stress oxydant et cancer s’averent tres étroites ; les radicaux libres
intervenant dans I’activation des pro-carcinogenes en carcinogénes, créant les lésions de
1I’ADN, amplifiant les signaux de prolifération et inhibant les antioncogénes comme la protéine
p53 (Favier, 2006).
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1. Le foie
1.1. Anatomie et physiologie du foie

Le foie représente I'organe interne le plus volumineux du corps humain et pese en moyenne 1.5
kg chez I'adulte, se situe du cté supérieur droit de la cavité abdominale, entre le diaphragme et
I'estomac, et s'aveére responsable de plusieurs fonctions physiologiques vitales, il recoit et gere
la plupart des nutriments et des substances nocives provenant du métabolisme cellulaire et de
circulation (Meeks R. G. et all ,1991).

Le foie est formé de deux lobes principaux, le droit et le gauche, ainsi que de deux petits lobes,
a savoir, le lobe caudé a la face postérieure, et le lobe carré a la face inférieure, et chaque lobe
se subdivise lui-méme en un grand nombre d'unités fonctionnelles appelées lobules. Ces lobules
sont formes de cellules hépatiques, les hépatocytes (Thomson A. B. R., Shaffer E. A., 2000),

apport sanguin hépatique est double :

e La veine porte qui draine le territoire splanchnique (veine splénique, veine mésenterique

supérieure et veine mésentérique inférieure) et apporte les 2/3 du volume sanguin hépatique

Sgament falcforme

obe drodt

sicule bllaire

1ubo gestt

Figure 3. Représentation des différents lobes, hépatiques et vascularisation chez le rat LG :
lobe gauche, LD : lobe droit

e L’artére hépatique issue du tronc coeliaque. L’ensemble veine porte - artere hépatique
constitue, avec le canal cholédoqgue, le pédicule hépatique. La ramification de ce pédicule
permet d’isoler 8 segments. La numérotation de ces segments a été¢ déterminée par Couinaud,

en partant du centre vers la périphérie

e Le sang quitte le foie par trois veines sus-hépatiques principales (droite, médiane et gauche)
et des veines accessoires qui drainent le segment 1 (ou lobe de Spigel). Les veines sus-
hépatiques principales délimitent 4 secteurs composés chacun de 1 a 2 segments : latéral gauche

(segments 2 et 3) paramédian gauche (segment 4), paramédian droit (segments 5 et 8) et latéral
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(ou postérieur) droit (segments 6 et 7). Elles se jettent dans la veine cave inférieure (Shaffer
E.A., Myers R.P., 2005)

1.2. Le lobule hépatique

Le lobule hépatique correspond a l'unité structurelle du foie, c'est-a-dire aux travées dont les
sinusoides se drainent dans la veine centrolobulaire. Toutefois, deux autres concepts, davantage
adaptés a la physiologie et a la pathologie, ont été développés pour définir la subdivision de cet

organe (Dadoune et all., 1990).

En particulier, I'acinus de rappaport, qui est de forme losangique, est cloisonné par les veines
centrolobulaires de deux lobules contigus et par les angles de jonction de ces derniers, dont I'un
s'avere portal et I'autre non portal; il constitue l'unité artérielle car centrée sur une branche de
I'artere hépatique. L'acinus se divise en trois zones définies selon la distance les séparant des
vaisseaux nourriciers, donc selon le degre d'oxygénation. La zone la mieux oxygénée est
appelée zone périportale (zone 1), alors que la moins oxygénée correspond a la zone
centrolobulaire (zone 3). La région de transition entre les zones 1 et 3 se nhomme zone

médiolobulaire ou intermediaire (Bioulac Sage et Le Bail, 1991)
1.3. Hépatocyte

Les hépatocytes sont les plus nombreuses des cellules du foie, 1l s'agit de cellules épithéliales
polygonales de grande taille, organisées en travées anastomosées irréguliéres et unicellulaires
rayonnant autour d'une veine centrale. Egalement, elles sont associées les unes aux autres par

des jonctions lacunaires et separées par les capillaires sinusoides ( Lullmann-rauch, 2008) .

Par ailleurs, les hépatocytes possedent un noyau central, rond et volumineux, et certains sont
binucléés, voire polynuclées. Egalement, leur cytoplasme est de type éosinophile granuleux
puisque trés riche en mitochondries et organites intracellulaires (ex.: appareil de Golgi et les
réticulum endoplasmiques lisse et rugueux). Cette abondance en organites cytoplasmiques
reflete une importante activité métabolique, ce qui explique d'ailleurs que ce type cellulaire en
particulier ait été choisi comme modele pour notre étude : les hépatocytes représentent le centre
fonctionnel du foie (Gebhardt, 1992).

Les hépatocytes s'averent responsables de la biotransformation des composés potentiellement
toxigques en composés non toxiques, excrétés dans les sécrétions biliaires et I'urine. C'est en fait
principalement le systéme enzymatique mono oxygénase du cytochrome P450 qui permet la

conversion des Xénobiotiques, c'est-a-dire, de toutes les substances naturelles ou artificielles
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de faible poids moléculaire étrangéres a I'organisme (medicaments, produits de I’alimentation,
substances polluantes de I'environnement) et souvent hydrophobes, en composés hydrosolubles
facilement éliminés (Jones A. L., Spring-Mills E., 1984).
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Notre travail a été réalisé 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 Tébessa.
Notre étude a pour objectif d’évaluer la toxicité de cette pesticide en étudiant les effets toxiques
d’Azoxystrobine chez les rats de la souche wistar au niveau hépatique . Nous avons pour cela
mis au point le dosage de quelques paramétres biochimiques ainsi que 1’évaluation des

parametres du stress oxydatif (GSH, CAT , GST...).

1. Matérielles 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

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

2. Méthode

2.1. 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 Tébessa et a une température ambiante de 25°C. Ils ont été nourris
par un régime alimentaire standard, 1’eau est quotidiennement renouvelée. Les rats males sont
élevés 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 changee une fois par jours jusgqu’a la fin

de I’expérimentation.
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Figure 4. Rats males de la rase WISTAR dans des cages de polyéthylene

2.2. 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, regoit 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) :
0.2mg/kg d’eau distillée.

% Lot n°03 : contient 05 rats traités, recoit le pesticides Azoxystrobine avec la dose (02) :
0.15mg/kg d’eau distillée.

% Lot n°04 : contient 05 rats traités, recoit le pesticides Azoxystrobine avec la dose (03) :
0.12mg/kg d’eau distillée
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Figure 5. Méthode de traitement par voie orale (gavage)

2.3. Sacrifice et prélevement (de foie)
Aprés 28 jours de traitement, les souris ont été sacrifiées et les organes ont été prélevés a
I’animalerie de ’université de Tébessa. Chaque foie est pesé et conservé au congélateur. Le

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

Figure 6: Sacrifice et Prélevement (de foie)




Partiel. Matériels et méthodes

Figure 7. préléevement du foie

3. Parametres étudiées

3.1. Mesure de poids

La mesure de poids est effectuée sur les rats tous les jours d’une facon réguliére pendant la
durée d’¢levage, soit au cours de I’adaptation (pour 1’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.

E
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Figure 08. Mesure de poids du rats wistar
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Adaptation (15jours)

Lot n°01 : contient 05 rats
témoins, regoit 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

Apres 28 jours de traitement le sacrifice des rats

Paramétre biochimique :
-protéine glucides lipide

! |
.

Figure 09. Schéma récapitulatif du protocole expérimental

E
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3.2. Analyse biochimique (métabolite)

3.2.1. 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 deuxieme centrifugation
auquel on a ajouté 1ml du NaOH (0.1N) et on agite énergétiquement pour la dissolution des
protéines. Apres, on préleve, au moyen d’une micropipette, un volume de 100ul auquel on
ajoute 4ml du réactif BBC. Ainsi une couleur bleue se développe et on passe directement les
¢chantillons pour lecture a une longueur d’onde 595nm.

Le calcul des concentrations se fait par 1’équation déduite de la gamme d’étalonnage réalisé
a partir d’une solution d’albumine de sérum de beeuf (Annexes).
3.2.2. Dosage des lipides
Les lipides tissulaires sont évaluée selon la méthode Goldsworthy et al., (1972), on
utilise 200ul d’homogénat dans Sml 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 melange Ether/Chlorophorme, et apres centrifugé
ce mélange a 5000t/min pendant 10min, on préléve 100ul du surnageant, auquel on ajoute 1ml
de I’acide sulfurique et en met apres agitation les tubes dans un bain marie a 100°C
pendantlOmin. Apres refroidissement, on préléeve 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 I’obscurité, la lecture a une longueur d’onde 530nm.
Le calcul des concentrations réelles se fait a partir de I’équation déduite de la gamme
d’étalonnage réalisée a partir d’une solution mere préparée en utilisant de I’huile de tournesol
(Annexes).

3.2.3 Dosage des glucides

Le dosage des glucides totaux a été réalisé selon la méthode de Duchateau et Florkin
(1959). Cette méthode utilise I’anthorone comme réactif et une solution mére de glucose (1g/1)
comme standard La méthode consiste a additionner a une fraction aliquote 100 pl 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 & la quantité de glucide
présent dans 1’échantillon. La gamme d’étalonnage est effectuée a partir d’une solution meére

du glucose (1 mg/ml) (annexe).
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Dosage des métabolites

Echantillon (200mg) de tissu
¥
1ml de TCA a (20%)
¥
Broyage |
A 4
C entrifugation (5000 trs/min, 10 min) ‘
I ' — 1 |
. SurnageantI | CulotI |
L 4 \ 4
Alicuote (100ul) 1 m éther/chloroforme |
v ¥
Anthrone (4 mi) Centrifugation (5000
trs/min, 10 min)

Chauffer 80°C i I |
10min(bain marie) Surnageant 11 Culot I
A]iql.l:e (100 ul) 1ml Na;H (10%)

1 nitl’mde Dcsagetliqlm

S“m:"“'* (100 ul)+ 4ml BBC

—— !
¥ Agitation
Chauffage 4 100°C

10min au bain de sable

200ul me]arge +2,5ml d’acide
mlf]il:qin vanillicue

o e

Duchateau & Florkin, (1959) Goldsworthy et al., (1972) Bradford, (1976)

Figure 10. Shéma explicatif des différents dosages des métabolites (protéine, lipide et
glucide)

E
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3.3. Analyses enzymatiques

3.3.1. Dosage du glutathion

Le taux du glutathion (GSH) est quantifié selon la méthode de Weckberker & Cory (1988),
dont le principe repose sur la mesure colorimétrique de ’acide 2-nitro 5-mercapturique,
résultant de la réduction de 1’acide 5-5’-dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) par les

groupements thiol (-SH) du glutathion mesuré a une longueur d’onde de 412 nm.

Le dosage s’effectue aprés homogénéisation des échantillons dans 1 ml d’une solution
d’éthyléne diamine tétra-acétique Afin de protéger les groupements thiols du glutathion,
I’homogénat doit subir une déprotéinisation par 1’acide sulfosalicylique (ASS) a 0,25 % ou 0,2
ml du ASS sont additionnés a 0,8 ml d’homogénat. Le mélange apres agitation est plongé dans

un bain de glace pendant 15 mn, puis centrifugé a 1000 trs/mn pendant 5 mn.

Un aliquote de 500 ul de I’homogénat (séries témoins et traitées) récupéré est ajouté a 1 ml du
tampon tris/ EDTA La lecture des absorbances s’effectue a une longueur d’onde de 412 nm
aprés 5 minutes de repos pour la stabilisation de la couleur contre un blanc ou les 500 pul de

surnageant sont remplacés par 500 ul d’eau distillée.

Le taux du glutathion est estimé selon la formule suivante :

_ADoXVdXVt/ —
= 13,1 Vh Vs mg de proteimnes

X : micromole de substrat hydrolysé par mg de protéines (UM / mg de protéines).
A Do : différence de la densité optique obtenue aprés hydrolyse du substrat.
13,1 : coefficient d’extinction molaire concernant le groupement thiol (-SH)(mMtcm?).

Vd : volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation : 1 ml [0,2 ml ASS + 0,8 ml

homogénat].
Vh : volume de I’homogénat utilisé dans la déproténisation : 0,8 ml.

Vt : volume total dans la cuve : 1,525 ml [0,5 ml surnageant + 1 ml tris / EDTA + 0,025 ml
DTNB].

Vs : volume du surnageant dans la cuve : 0,5 ml.
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mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg

3.3.2. Dosage des glutathion S-transférases

La mesure de |'activité des glutathion S-transférases (GSTs) 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-chloro 2, 4 dinitrobenzéne) en présence d’un cofacteur le glutathion (GSH) et

mesurée a une longueur d’onde de 340 nm dans un spectrophotometre visible /UV

L'activité spécifique est déterminée d’apres la formule suivante :

ADo/mn Vt / d =
= —— X —
96 vs / msdeprotéines

X : millimoles de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines (mM/min/mg de

protéines).

A Do : pente de la droite de régression obtenue aprés hydrolyse du substrat en fonction du

temps.
9,6 : coefficient d’extinction molaire du CDNB (mM™ cm™).
Vt : volume total dans la cuve : 1,4 ml [0,2 ml surnageant + 1,2 ml du mélange CDNB/GSH].

Vs : volume du surnageant dans la cuve : 0,2 ml. mg de protéines : quantité de protéines

exprimée en mg.
3.3.3. Extraction et dosage de catalase

Le dosage spectro photométrique de 1’activité catalase (CAT) est réalisé suivant la méthode de

Cakmak et Horst (1991). La décroissance de l’absorbance est enregistrée pendant trois
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minutes par un spectrophotométre pour une longueur d’onde de 240nm et un coefficient
d’extinction linéique molaire £=39400 uM-1 .cm-1.L pour un volume final de 3ml, le mélange
réactionnel contient : 100ul de I’extrait enzymatique brut, 50ul de peroxyde d’hydrogéne H202
a 0,3% et 2850ul de tampon phosphate (50mM, pH 7,2). L’¢étalonnage de 1’appareil se fait en

I’absence de I’extrait enzymatique. La réaction est déclenchée par 1’addition d’eau oxygénée

4. Etude comportementale

Le comportement anxieux inné est une composante fondamentale du comportement général des
rongeurs. Il se manifeste par I’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 aguatique de Morris (MWM, Morris water maze).
La série des tests comportementaux a eté realisée aprés a la fin du protocole du stress de

contention (avant accouplement

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

Le test de I’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 diametre, 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 I’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 temps dans la
zone periphérique. Quant a la zone centrale, son exploration représente un signe de moindre

anxiété.
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5. Mesure de la glycémie

5.1. Principe

Le dosage du glucose sanguin a été effectué par un glucometre qui utilise des bandelettes
réactives. Ces dernieres sont destinées a un usage diagnostic in vitro (externe) pour le test de la
glycémie. Elles sont congues pour mesurer le glucose dans le sang total capillaire. La bandelette
réactive contient de la glucose-oxydase, une enzyme qui oxyde le glucose dans le sang et qui

produit de I’acide D-gluconique et du peroxyde d’hydrogene.
5.2. Mode opératoire

+ Le lecteur se met en marche automatiquement par simple insertion de la bandelette
réactive one touche (dans le sens des fleches et jusqu’a la butée).

+ Le symbole d’une goutte clignote.

+ Déposer la goutte de sang sur la zone de dépot de la bandelette. Le résultat s affiche

en 5 secondes. La glycémie est donnée en g/dl.

QPPQ AS4s
2023/03/2%11:43

Figure 11. Mesure de la glycémie
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1. Effet de ’azoxystrobine sur les poids corporels chez les rats Wistar
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Figure 12. Etude de I’évolution du poids corporel chez les rats Témoins et les rats traités
pendant 28 jours de traitement
La figure 13 ci-dessous repréesente le poids des souris traitées au cours de chaque semaine. Au
cours de la premiére semaine, il a été observe que le poids des rats du groupe témoin peut étre
similaire a la premiére dose (Dose 1), tandis que pour la troisieme et la quatrieme doses, on
constate une augmentation relative. Au cours de la deuxieme semaine, nous remarquons que
le poids de chacune des doses de témoin et (la premiére dose, la deuxieme dose et la troisiéme
dose) est presque le méme poids, ce qui correspond a une augmentation notable du poids de (la
quatrieme dose). Quant au cours de la troisieme et de la quatrieme semaine, on remarque une
augmentation de chacun de la dose témoin et du quatrieme groupe, et une diminution (la

deuxiéme et la troisieme dose) par rapport a la dose témoin.

Et a partir de Ia, nous remarquons qu'il y a une grande différence entre le poids initial et le poids
final dans les différents lots de traitement. Cependant, il y avait une augmentation hautement
significative ¢élevée (P < 0,01) du gain de poids corporel dans les groupes traités par

Azoxystrobine Dose 03 par rapport au groupe témoin et aux autres groupes de traitement.

le traitement des rattes par IAzoxystrobine a augmenté le poids corporel €, cette résultat ce qui
desaccord avec le résultat obtenus par (Boudjelal, 2012) a diminué le poids corporel cette
diminution est due a l'effet protecteur du Marrubuim vulgare riche en flavonoides, contre les

effets oxydants de 1’alloxane
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2. Effet de ’azoxystrobine sur les parametres biochimiques chez les rats

2.1. Effet de I’azoxystrobine sur le taux des lipides

Temoin MW Dose 1 Dose2 m®Dose3
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Figure 13. Variation de taux des lipides (ug /mg) chez les rats témoins et traités apres 28
jours de traitement

Le figure 14 représente les taux de lipides dans le foie, ou I'on observe une modification
hautement 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 presque similaire a la premiére dose
(dosel), et on observe une diminution a la deuxieme dose par rapport au groupe témoin. Quant

a la troisieme dose, on note une diminution 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
lipidique, qui entraine une altération de lI'organisation membranaire avec des changements de
fluidité et de perméabilité (Hiltenbrand, 1999; Durand et al., 2013).
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2.2. Effet de I’Azoxystrobine sur le taux des protéines
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Figure 14. Variation de taux des protéines (mg/g) chez les rats témoins et traités apres 28
jours de traitement

La figure 15 représente le niveau de protéines dans le foie, ou I'on observe une augmentation
significative (p>0,01) du niveau de protéines dans le groupe traité avec différentes doses
d'azoxystrobine par rapport au groupe témoin, indiquant une toxicité au niveau des protéines.
Tandis qu’on remarque que le groupe témoin est similaire a la premiére dose, mais on observe
une diminution a la deuxiéme et a la troisieme dose par rapport au groupe témoin.

Les résultats de notre travail montrent une diminution du taux de protéine hépatique chez les
rats traités par I'Azoxystrobine par rapport au témoin ces résultats vont dans les sens opposes
que ceux des travaux de Bantu et al. (2017) qui ont observées une diminution de la teneur en
protéines, cette augmentation pourrait étre lié aux protéines oxydées qui forment a leur tour des

agrégats qui s’accumulent dans les cellules et dans le compartiment extracellulaire.
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2.3. Effet de I’azoxystrobine sur le taux des glucides
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Figure 15. 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 triglycérides dans le foie, ou I'on observe des modifications
fluctuantes statistiquement non significative (p>0,05) du taux des triglycérides dans le groupe traité

avec différentes doses d'azoxystrobine par rapport au groupe témoin.

Tandis qu’on remarque que le groupe témoin est presque similaire a la premiere et a la troisiéme

dose, une diminution notable est observée avec la deuxiéme dose par rapport au groupe témoin.

Dans cette étude, les résultats montrent globalement une diminution non considérable du taux de
glucides dans le foie des rats traités avec la plus faible et la plus forte doses I'Azoxystrobin. Cet
effet pourrait étre attribué a l'utilisation directe du glycogene 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.
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3. Effet d’Azoxystrobine sur les parameétres enzymatiques chez les rats
WISTAR

3.1. Effet d’Azoxystrobine sur ’activité du glutathion réduit GSH
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Figure 16. Variation du I’activité du GSH (umol/min/mg protéine) chez les rats témoins et
traités par Azoxystrobine apres 28 jours de traitement

La figure 15 représente les taux de GSH (glutathion réduit) dans le foie, ou une trés hautement
significative (p<0,001) du taux de GSH a été observée dans les groupes traités, par rapport au
groupe témoin.

Le glutathion réduit (GSH) joue un réle important dans la défense antioxydant (Wu,
2004).C'est un piégeur direct des radicaux libres et constitue un substrat essentiel pour la GPx

et la GST et aussi contribue dans la régénération de la vitamine E oxydée (Ravi, 2004).
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3.2. Effet d azoxystrobine sur P’activité du Glutathion—S-transférase GST
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Figure 17. Variation des activités du GST (umol/min/mg protéine) chez les rats témoins et
traités par | azoxystrobine apres 28 jours de traitement

La figure ci-dessus indique que I'administration d'azoxystrobine a des doses différentes pendant
28 jours chez les rats Wistar entraine une diminution significative (p>0.01)

La GST joue un réle important dans la protection contre le stress oxydatif (Hu, 2019),

C’est I’enzyme majeure pour la détoxification d'une grande variété de xénobiotiques (Fujioka,
2007).

D’apreés nos résultats on observe une des modifications fluctuantes statistiquement diminution

significative de I’activité enzymatique de la GST hépatique ces résultats sont en désaccord avec




Résultats et Discussion

ceux de Lai (2011). SELON Clasen, 2018 Cctte augmentation de I’activité de la GST est

associes a la peroxydation lipidique.

3.3. Effet d’azoxystrobine sur ’activité du catalase (CAT)

Temoins MDOSE 1 DOSE2 mDOSE 3

90
80 |

)

g 70 T

£ 60

£

S 50

£ w |
g 30

O

e 20

(@)

10

Temoins DOSE 1 DOSE2 DOSE 3
Groupes des rats traités

Figure 18. Variation de I’activité enzymatique du Catalase (umol/min/mg de protéine) chez
les rats témoins et traité apres 28 jours de traitement

La figure ci-dessus indigue que les taux de catalase dans le foie, ou I'on observe une hautement

significative (p < 0,01) du taux de catalase dans le groupe traité avec différentes doses

d’azocystrobine par rapport au groupe témoin. Cette diminution est de type dose dépendent.
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L’activit¢ de catalase dans le foie de souris traitées par 1’Azoxystrobine une diminution
hautement significative par rapport au témoin ;(Mohamed, 2016) a rapporté des résultats
similaires a ceux que nous avons trouves.

4. Les analyses

41. TGO et TGP
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Figure 19. Variation du I’activité sérique de TGP, TGO chez les rats.

La figure ci-dessus indique que les I’activité sérique de TGP, TGO, Nos résultats révelent une
diminution de I’activité enzymatique de TGO, TGP chez les rats traités par 1’ Azoxystrobine par
rapport aux témoins. Nos résultats sont on désaccord avec ceux des Barbosa, 2006 et
Michailova 1998, qui ont signalé qu’augmentation dans I’activit¢ des enzymes. Cette

augmentation dans I’activité des enzymes hépatiques sériques est expliquée par la destruction
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des cellules hépatiques par les substances toxiques. Ainsi que Himmerich et al., 2005 qui ont
indiqué que le taux élevé des enzymes du foie, notamment TGO et TGP, sont fréquemment
attribués aux effets métaboliques et/ou toxiques de différentes drogues comme les
psychotropes. Y de méme les travaux de Liappas et al., 2006 sur I’alcool et les agents polluants.
D’autre chercheurs a savoir Michailova et al., 1998

Ont enregstré sur des rats intoxiqués par les résidus de I’industrie une augmentation de la

concentration sérique de TGP.
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« L'utilisation excessive des pesticides a provoque a long terme une altération et un risque de
dégradation de la qualité de I'environnement et un risque pour la sante de I'nhomme en effet les

pesticides sont soupgonnés dans l'apparition de certains pathologies.

* Notre projet d'étude vise a évaluer le potentiel toxique d'un nouvel insecticide : pesticide
I'azoxystrobine sur les paraméetres biochimiques et certains parametres du stress oxydant chez
des rats témoins et traités par le pesticide I'azoxystrobine durant 28 jours, les résultats obtenus

peuvent étre résumés dans les points suivant :

» L’étude du poids relatif n'a montré aucune différence significative entre les rats traites et les

témoins

» Une perturbation des parametres biochimiques exprimée par une augmentation du taux des

protéines tandis que les lipides ont diminué chez les rats traités par pesticide I'azoxystrobine

» Une modification du statut antioxydant avec une augmentation de la teneur hépatique une
diminution du taux de la GSH et de I'activité de la GST Nos résultats permettent donc d'affirmer

une hepatotoxicité de pesticide I'azoxystrobine avec les doses etudiées.
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 sante, 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 ministére de l'agriculture, avec une révision du
guide agricole a cet égard.

» Verifier la date de péremption du pesticide.
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ANNEXES

1. Courbe d’étalonnage pour dosage des protéines

Tubes 1 2 3 4 3!
Solution mére de 1’ Albumine (ul) 0 20 40 60 R0
Eau distillé (1 100 80 60 40 20
Réactif BBC (ml) 4 4 4 4 4
protine
1.2
¥ =0.2025x - 0.2028
1 RI=0.5578
0.8
0.6 # protine
0.4 Linéaire (protine)
0.2
0 .
0 2 4 6 8
-0.2

100

Tableau/Figure (02). Réalisation de courbe d’étalonnage pour le dosage des protéines




ANNEXES

2. Courbe d’étalonnage pour dosage des lipides

Tube 1 2 3 4 5 6
Solution mere de lipide 0 20 40 60 80 100
(Hl)
Solvant éther 100 80 60 40 20 0
[/chloroforme (pl)
Réactif SPV (ml) 25 25 25 25 25 2,5
Lipide
0.25
v =0.0467x - 0.0637
0.2 R*=0.5752 Pad

*

0.15
/ + Lipide
0.1
Linéaire (Lipide)
0.05
A
) T

4 T T !
4 2 4 G 8

-0.05 T

Tableau/Figure (03). Réalisation de courbe d’étalonnage pour le dosage des lipides




ANNEXES

3. Courbe d’étalonnage pour dosage des Glucides :

Tube 1 2 3 4 5 6
Solution de glucose 0 20 40 60 80 100
Eau distillé (ul) 100 80 60 40 20 0
Anthrone (ml) 4 4 4 4 4 4
glucide
1.2

y=021ixn - 02257

1 = u_usqy*
0.8
‘/

0.6 / # glucide
0.4 / Linéaire (glucide)
0.2

/
ﬂ T

1] 2 4 B -]

-0.2

Tableau/Figure (04). Réalisation de courbe d’étalonnage pour le dosage des Glucides




