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Résumé

Notre étude expérimentale, s'est intéressée au carbofuran, un insecticide de la
famille de carbamates, fréquements rencontré dans les écosystémes aquatiques situés
dans les zones agricoles, et vise ¢avaluer l'impact de ce pesticide sur des poissons

d'eau douce Gambusia affinis.

Notre travail s'est basé sur la dilution de différentes doses de ce pesticide (5,75
mg/l et 7,66 mg/l) dans I'eau de divers lots. Des dosages enzymatiques (GPx et AchE)

sont réalisés, avec les tests micronoyaux.

Les résultats des dosages montrent que les teneurs des biomarqueurs varient en
fonction de la dose et la durée du traitement (7, 14, et 40 jours), I'exposition des
poissons aux deux doses de ce polluant induit une activation du systéme de

détoxification qui se traduit, a partir du 7°™ jour d'exposition.

1. une augmentation tres significative et hautement significative de glutathion
peroxydase (GPx) accompagné par le déclenchement d’un systeme de
détoxification.

2. L’activité de I’AchE au niveau du systéme nerveux central montre une baisse
tres significative et hautement significative respectivement a 15j et 40j
d’exposition a la dose de 7,66mg/1 de carbofuran.

3. Une augmentation de formation des micronoyaux.

Mots clés: Gambusia affinis, le carbofuran, biomarqueurs, hépatopancréas, systeme
de détoxification, AchE, GPx.



Abstract

This trial study concentrates on the type of pesticides cabofuran from a family
carbamate that often inhabites in near water marshes next to agricultural areas. In
order to assess its impact on a type of freshwater fish Gambusia affinis. And based on
the principal of different hydration focus of this pesticide (5,75 mg/l, 7,66 mg/l) in

groups.

Our work is based on dilution of the different doses of the pesticide (5.75mg /
I and 7.66 mg / I) in water from various lots.tests enzymatic (GPx and AchE) and tests

of micronoyaux.

The results showed that the percentage of biomarkers vary depending on the
dose and duration of treatment (7, 14, 21and 40 days), as the exposure of these fish to
two different doses from this pesticide leads to detoxification system activation from
the seventh day, and the increase in the rate.

1. When adult females are exposed to 7, 66 and 5,75mg/l of carbofuran

induced hepatic level, a decrease of amount of GPx.

2. The activity of AchE at the level of central nervous system shows a very

significant decrease and highly significant to 15 days, and 40 days of

exposure to the amount of 7,66 mg/l of carbofuran
3. Highly formation of micronucleus.

Keywords: Gambusia affinis, the carbofuran, hepatopancreas, biomarkers,
detoxification system, AchE, GPx.
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Introduction

Introduction

Au cours du siécle dernier, les activités anthropiques, poussées par les
avancées technologiques, ont conduit & des augmentations des niveaux de
contaminants organiques dans I’environnement. La pollution de 1’environnement est
devenue en quelques décennies un des problémes majeurs qui conditionnent I’avenir
de la civilisation technologique moderne. L’agriculture en est une source importante
en raison de I'usage généralisé de pesticides pour protéger les cultures et améliorer
leur rendement. En effet, depuis les années 40, I’agriculture s’est intensifiée et les
pratiques ont profondément changé. En particulier, la plupart des usages de pesticides
inorganiques (cuivre, arsenic, fer, soufre, acides) ont progressivement été remplacés
par des pesticides organiques. Ces derniers regroupent de nombreuses familles
chimiques, aux comportements variés aussi bien dans leur action que dans le devenir

environnemental.(1)

Cependant les pesticides peuvent étre tres nocifs, ils peuvent endommager
I’environnement et s’accumuler dans les écosystémes; comme ils possédent le
potentiel de causer toute une gamme d’effets toxiques envers la santé humaine,
dépendamment de la dose appliquée, parmi lesquels le cancer, les dysfonctions des
systemes reproductifs, des systémes endocriniens et immunitaires, les malformations
congénitales, les insecticides carbamates sont des insecticides a large spectre
utilisés couramment depuis leur mise au point dans les années cinquante. Ce
sont des esters de [’acide carbamique généralement non hydrosolubles;
cependant certaines molécules (aldicarbe, carbofurane) sont aliphatiques, ce qui
leur confere un caractére hydrosoluble plus marqué et des propriétés systémiques.
Ces insecticides sont généralement doués d’une toxicité marquée envers les

Vertébrés et les Hyménoptéres auxiliaires comme 1’abeille.(2)

Le carbofuran est une molécule appartient a la famille des carbamates(3), peu
stable dans le sol, mobile et soluble dans I'eau, est susceptible de migrer rapidement
vers les eaux superficielles aprés application (4).Cette propriété peut causer des

risques d'intoxication chez un grand nombre d'organismes aquatiques non-cibles(b).

Telle que les poissons qui sont utilisés comme indicateurs de la surveillance
biologique pour évaluer la qualité et les niveaux de contamination des milieux

aquatiques. (6)



Introduction

Les écosystémes aquatiques sont menacés par le rejet dans I’environnement de
nombreux polluants dont la toxicité souvent mal définie affecte les organismes
marins qui y vivent et qui peuvent avoir un intérét bénéfique pour I’homme tel que
Gambusia affinis utilisé dans la lutte biologique contre les moustiques. Ce poisson est
considéré comme un matériel médical et sert pour la démoustication (procédé de lutte
biologique) surtout dans les régions menacées de Malaria. Pour cela il est impératif de
prendre conscience de la nécessité de protéger cette espéce tout comme les autres

organismes vivants. (6)

De nombreux chercheurs ont utilisé Gambusia affinis dans des travaux
réalisés sur le plan cytologique (Russo et al.,1999), biologique (Nakamura et al.,
1998; Sepencer et al., 1999; Koya et Kamia, 2000; Roya et al., 2003),
endocrinologique (Drysdal et Bortone, 1989; Bortone et David, 1994; Rosa-Moliner
et al.,1998; Tolar et al., 2001; Park et al., 2005), écologique et toxicologique (Orlando

et al., 2002; Sivagnaname et Kalyanasundaram, 2004).

En Algérie Gambusia affinis a fait I’objet de différentes études sur la
physiologie et la reproduction. Ainsi Ouali (1997) a observé I’influence de quelques
facteurs internes et externes sur les principales phases du cycle de reproduction, une
étude sur 1’écophysiologie de la reproduction a été réalisée par Drarja-Beldi (1993 et
2001); Tidjani (1997) a étudié la topographie et la structure des mécanorecepteurs.
Des travaux réalisés sur la détermination de I’impact de quelques insecticides sur la
reproduction et la croissance ont été réalisés par Aissaoui (1998), Soltani et al.,
(1999), Bouzioukh (2000).

L’objectif général de cette étude est d’évaluer par une étude expérimentale les
effets d’exemple d’insecticide de la famille des carbamates grace a 1’utilisation d’un
modele bioindicateur présent dans les écosystemes aquatiques, Gambusia affinis un

poisson prédateur de larves de moustiques.
Plusieurs aspects ont été testés :

e Test micronoyaux
e L’activité du GPx (glutathion peroxydase)

e Laneurotoxicité par I’activité¢ d’AchE (I’acétyle choline estérase)
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I. Les pesticides

I.1. Généralité

Les produits phytosanitaires contribuent depuis de nombreuses années a I'amélioration
de la lutte contre les especes nuisibles. Jusqu'au début des années 1980, leur présence dans les
eaux était attribuée a des accidents ponctuels liés aux cycles industriels de fabrication, ou a
des négligences de manipulation a I'exception de molécules comme le DDT. Désormais la

Contamination des eaux par les produits phytosanitaires est un fait, de hombreuses matieres
actives sont detectées a des concentrations tres variables dans I'espace et dans le temps qui
peuvent atteindre des valeurs critiques pour la santé des écosystémes et les ressources en eau
potable. Les résultats acquis en zone estuarienne et cotiére font état d'une contamination des
trois facades maritimes francaises (7)

1.1.1. Définition

Le terme "pesticides" est une appellation générique couvrant toutes les substances ou
produits qui éliminent les organismes nuisibles, qu'ils soient utilisés dans le secteur agricole
ou dans d'autres applications. La substance ou le microorganisme qui détruit ou empéche les
organismes nuisibles de s’installer sur les végétaux, parties de végétaux ou produits veégetaux
est dénommée substance active (anciennement denommée matiere active), a laquelle sont
associés dans la préparation un certain nombre de « formulant » (solvants, anti-mousses, ...)
qui la rendent utilisable par I’agriculteur (8).

1.1.2. Classification
Selon leur mode d’action

* Les herbicides

Destinés a limiter I’installation d’especes végétales adventices. Peuvent étre sélectifs
ou totaux. Les familles de substances les plus importantes sont les acides amino-
phosphoriques (glyphosate), les urees (diuron, isoproturon), les triazines (atrazine, simazine).
En France, plus de 300 spécialités contenant du glyphosate sont commercialisées.
* Les insecticides

Destinés a tuer les insectes ou a empécher le déroulement normal de leur cycle de vie.
Les familles les plus rencontrées sont les organophosphorés (malathion), les carbamates

insecticides (carbaxyl), les pyréthrinoides (deltaméthrine) et les organochlorés (endosulfan).
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* Les fongicides

Destinés a éliminer les champignons. On distingue trois modes d’action différents.
Les multisites s’attaquent aux spores des champignons. Ils sont donc préventifs. Les unisites
attaquent la perméabilité membranaire des champignons. Les antimitotiques bloquent la
division cellulaire. La famille la plus présente est celle des carbamates.
* Les molluscicides et autres pesticides

Les molluscicides sont destinés a éliminer les escargots et les limaces. lls sont
épandus essentiellement sous forme de granulés. Les rotenticides agissent contre les rongeurs.
Les anticoagulants représentent 85% du marché. Quelques produits de gazage sont encore
utilisés. Les nématicides agissent sur les nématodes. (9)
1.1.3. Transfert de pesticide vers le milieu aquatique

Les pesticides peuvent étre entrainés vers les eaux superficielles sous différentes
formes, par des processus de diffusion, de désorption et de dissolution mais également par des
mécanismes dus a 1’érosion et 1’entrainement des particules ou sont fixés les contaminants.
Ces phénomenes peuvent potentiellement rendre la présence de pesticides effective toute
I’année ou provoquer un passage rapide vers 1’eau provoquant un pic de pollution a la
premiere pluie suivant 1’épandage. Le transfert par un vecteur aqueux est particulicrement

efficace. (10) ont relaté la part de chaque voie de transfert comme exposé dans la figure 01.
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Figure 01: Dissipation des pesticides et le taux de transfert vers le milieu aquatique (10)

Une fois présent dans le milieu aquatique, les contaminants peuvent subir un transport
horizontal de 1’amont vers 1’aval, emportés par les courants. Les eaux de ruissellement
récupérées par les ruisseaux apportent les molécules issues du bassin versant aux rivieres,
étangs, lacs et océans. Ce transport amont / aval peut se faire, tout comme les eaux de

ruissellement, sous formes dissoutes ou particulaire, selon les propriétés des molécules. Mais,

5
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de par leur vitesse de courant plus importante, les ruisseaux et rivieres peuvent, en plus de
véhiculer les contaminants solubilisés ou fixés aux particules en suspension, charrier des
particules de diamétres plus importants. (10)

La problématique des pesticides comme polluants concentrés et entrainés par les eaux
de pluie et de ruissellement vers les cours d'eau et les nappes phréatiques est approfondies car
les conséquences peuvent étre majeures a la fois sur la santé de I’homme mais également sur
la faune et la flore en provoquant des déséquilibres et des accumulations de toxiques tout le
long de la chaine alimentaire.(11)

| .1.4. Effet du pesticide sur ’environnement
Méme si la plupart des traitements sont appliqués sur les parties aériennes des plantes,

une bonne part du produit atteint toujours le sol, ou vivent des bactéries, des champignons,
des algues, des vers de terre et des insectes, entre autres(12). On doit faire particuliérement
attention aux effets nocifs des pesticides sur la microflore du sol, laquelle est essentielle au
maintien de la fertilité. De tres nombreux travaux ont montré que les traitements faits
correctement ont un effet limité sur le métabolisme microbien du sol, car les espéces les plus
sensibles peuvent étre remplacées par de plus résistantes (13).

Un changement qui peut n'étre pas dépourvu de conséquences néfastes a long terme, a
cause des especes phytopathogenes qui se trouvent parmi cette microflore(14).

Les pesticides peuvent provoquer des dégats importants dans la faune aquatique, les
mortalités de poissons étant les plus spectaculaires.(15) estiment qu'entre 1977 et 1987, aux
Etats-Unis, 6 & 14 millions de poissons sont morts, chaque année, a cause des pesticides. Les
épreuves de toxicité aquatique portent sur les algues, les crustacés (daphnies) et les poissons,
représentant 3 niveaux trophiques majeurs. On dispose de données sur la toxicité aquatique
pour la plupart des matieres actives (15).

1.1.5. La lutte antiparasitaire et I’usage agricole en Algérie
En Algérie, la fabrication des pesticides a été assurée par des entités autonomes de

gestion des pesticides: Asmidal, Moubydal. Mais avec 1’économie de marché, plusieurs
entreprises se sont spécialisées dans I’importation des insecticides et divers produits
apparentés (16).Les pesticides les plus utilisés par les agriculteurs dans notre pays sont le
méthyle parathion, le sandofane, le Ripos, la Deltametrine et le Syperas, dans I’enquéte
réalisée par Y. Dahoum et K. Moussaoui (2001) qui a permis d’établir un état des lieux sur
I’utilisation des pesticides par des agriculteurs et aupres des revendeurs.

Les résultats ont montré que sur 403 pesticides homologués en Algérie une

quarantaine de produits phytosanitaires sont utilisés par les agriculteurs dont six sont trés
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largement utilisés. Selon le Cadastre National des déchets dangereux, il existe environ 2360
tonnes de pesticides périmés répartis sur sites détenus majoritairement par les anciennes
Entreprises Nationales et Usines de produits phytosanitaires (ONAPSA, ASMIDAL...) (17).

Tableau 01. Les pesticides les plus utilisés en Algérie(17)

Nom commercial Type Matiere active
Probinébe Fongicide Probinébe
Manébe Fongicide Manébe
Lannate Insecticide Méthomyl
Karaté Insecticide Lamda-cyhalathrine
Decis Insecticide Delthamitrine
2,4D Herbicide acide dichloro-2,4 phenoxylacétique

1.2. Le carbofuran
1.2.1 Présentation du carbofuran

Le carbofuran est utilisé pour le traitement des semences dans le cadre de différentes
cultures: cultures légumieres, mais, soja, arbres, arbustes d'ornement, cultures florales,
fraisier, et d'autres produits alimentaires. (17)
1.2.2. Définition

Le carbofuran (Cs;H:sNOs) est un pesticide (Insecticide, Nematicide, Acaricide) a
large spectre de la famille des carbamates. C’est un métabolite du carbosulfan. I a été
introduit en 1965 (18) et il a été homologué pour la premiére fois en 1969 aux USA. Il est
utilisé en agriculture pour lutter contre une grande variété d'insectes défoliateurs et foreurs qui
attaquent de nombreuses cultures fruitieres, maraichéres, (19) et la pomme de terre, le mais, le
soja, (20) la banane, le café, la betterave sucriére, et le riz (21). Il est utilisé, dans les foréts en
application aérienne et terrestre sous forme d’aérosol et de granulée avec des taux
d’application de 0,5 a 10 pounds. (226.795 a 4535.9 gr) de matiére active par hectare. (19) Il
agit par contact ou par ingestion. C’est un insecticide systémique (18). Il est utilise en
combinaison avec la plupart des herbicides et fongicides excepté le propanil(21). 1l est vendu
sous le nom commercial de Furadan par Food Machinery Corporation (FMC corporation), le
principal fabricant aux USA. Le carbofuran est également vendu sous d’autres noms
commerciaux comme Carbodan, Carbosip, Chinofur, Curaterr, Furacarb, Kenafuran,
Pillarfuron, Rampart, Nex, et Yaltox, (18)Crisfuran, et par Crystal Chemical Inter
America(21).
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1.2.3.Propriétés physicochimiques

Tableau 02: Les caractéristiques physico-chimiques du carbofuran

Propriété

Information

Nom chimique

2,3-Dihydro-2,2-dimethyl-7-benzofuranyl-N-methylcarbamate

w
OCNHCH3
Structure Chimique ﬁcas
S
3
Carbofuran
Formulechimique C12H15NO3
Nature Insecticides
Famille Carbamate
Poids Moléculaire (g /mol) 221,3
Numéro CAS 1563-66-2
Nom Commun Carbofuran

Odeur/Forme /Couleur

Solide cristallin blanc avec la 1égere odeur phénolique

Pression de vapeur

3,4 x 10° mm Hg a 25 °C

Densitéa 20°C (g cm™) 1,18
Solubilité dans I'eau (g/L) 0,7a25°C
Seuils Godat Odeur NA

Facteur de bioconcentration

117 dans une espéce de poisson, ne s'attend pas a

bioconcentration dans les organismes aquatiques

1.2.4. Toxicocénitique
A. Absorption

D’apres une étude réalisée sur les rats par I’absorption d’une dose orale unique de 4,4

a 21 mg/kg p.c de carbofuran marquée. Le produit est rapidement absorbé par le tube digestif

(22).
B. Distribution

Le produit est concentré principalement dans le foie (22).

C. Biotransformation

Il est rapidement métabolisé par hydrolyse, oxydation et conjugaison. Les principaux

métabolites sont présentés dans le tableau suivant:
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Tableau 03. Principaux métabolites du carbofuran dans la bile et 1’urine(22)

Métabolites retrouvés dans la bile Métabolitesretrouvésdansl’urine

v' Conjugués  glucuronides du  3- 3-hydroxycarbofuran

hydroxycarbofuran (~60 %) 3-cétocarbofuran

v" Carbofuranphénol carbofuranphénol

<\

3-hydroxycarbofuranphénol 3-hydroxycarbofuranphénol

NN

v’ 3-cétocarbofuranphénol 3-cétocarbofuranphénol (~ 51 %)

D. L’excrétion

Chez les animaux dont le canal cholédoque est accessible a partir d’une canule : le
produit est éliminé dans la bile (28,5 %), I’urine (65,4 %), les féces (0,4 %) au cours des 48 h
apres le traitement. Chez les animaux dont le canal cholédoque n’est accessible a partir d’une
canule: le composé au noyau marqué au C ** est éliminé dans I"urine (92 %) et les féces (3 %)
au cours des 120 h aprés le traitement; le composé au groupement carbonyle marqué au C **
est ¢liminé dans I’air expiré (45 %), I’urine (38 %) et les feces (<4 %) au cours des 32 h apres
le traitement (22).

1.2.5. Donnés toxicologiques

A. Toxicité aigue

Le Carbofuran appartient a la classe Ib (trés dangereux) de I’OMS (18). Certaines de
ses formulations appartiennent a la classe | (trés dangereux ou extrémement dangereux) ou
sont de la classe Il (modérément dangereux). Il est extrémement toxique par voie orale et par
inhalation (la DL50 est 5 a 13 mg/kg chez le rat, 2mg/kg chez la souri). La toxicité par la voie
cutanée est faible. 1l est peu irritant pour les yeux et la peau. Il n'est pas un sensibilisant

cutané (23). La dégradation par la chaleur peut libérer des vapeurs toxiques (19).

De tous les pesticides utilisés sur les cultures, excepté ’aldicarb et le parathion, le
carbofuran a la plus forte toxicité aigue chez I’lhomme (18). C’est un neurotoxique du a son
activité d’inhibiteur du cholinestérase (18)(19), (20). Cette activité est de courte durée et est
réversible (19). Une personne exposée a des doses supérieures a 0,25 mg-kg-1 du poids
corporel peut présenter des symptomes tels que: salivation, douleurs abdominales,

somnolence, étourdissement, anxiété, vomissement, perte de contrble, voire coma et arrét
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cardiaque (20). C’est un puissant perturbateur endocrinien qui peut causer une altération de la
concentration de plusieurs hormones de I’homme et de ’animal méme a une dose infime. (20)
B. Toxicité chronique

v’ Effets cancérigénes, tératogéne ou mutageéne

Le carbufuran n’est pas connu pour induire des effets cancérigénes de méme, il n’a pas
été démontre que le carbofuran est tératogéne ou mutagene (18).

v' Effets sur la reproduction et le développement

L'administration subchronique du carbofuran aux rats peut présenter une toxicité pour
les spermatozoides et les testicules (23). L'exposition prolongée ou répétée au carbofuran peut
causer les mémes effets qu'une exposition aigué (23). Il n’a pas été démontré que le
carbofuran a un effet sur la reproduction chez ’homme et I’animal au niveau d’exposition
prévus (19). Cependant I’ingestion de doses ¢levées de maniere chronique endommage les
testicules chez les chiens (19). Les doses de 5mg/kg/jour données aux rats et aux souris
pendant deux ans ont montré des diminutions de poids, le carbofuran est connu pour induire
des effets sur la reproduction et le développement (18).

v" Comportement et devenir du carbofuran dans I’environnement

Le carbofuran est soluble dans I’eau, et est classé comme mobile a trés mobile dans les
sols sablonneux et limoneux, et modérément dans les sols argileux (19).
Au sol, sa demi-vie relative a la photolyse est de 78 jours. Il est tres persistant dans les sols
en condition aérobie. Sa demi-vie varie selon le pH du sol (demi-vie = 149 j a pH 7,7 et demi-
vie = 321j a pH 5,7) (22). Le carbofuran se dégrade assez lentement dans les sols non stériles,
neutres ou acides dans des conditions aérobies avec une demi-vie de 1 a 8 semaines. Il est
plus stable dans un sol stérile et instable dans des conditions alcalines. Dans des conditions

anaérobiques, le carbofuran peut prendre deux fois plus de temps avant de se dégrader (24).

Il est aussi tres persistant dans I'eau en condition anaérobie ou sa demi-vie est de 189
jours (22). Du fait de sa grande mobilité, le carbofuran présente un risque de contamination
des eaux superficielles dans les zones sablonneuses, le carbofuran est connu pour lixivier dans
le sol, et il a été trouvé dans des eaux souterraines suite a des utilisations agricoles (24).

Dans l'air, le carbofuran existe a la fois sous forme de vapeur et adsorbé sur les particules en

suspension (22).

10
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v’ Effets sur les organismes non cibles

Plusieurs sources concordantes existent sur la haute toxicité du carbofuran envers les
oiseaux (19). Une seule graine peut tuer un oiseau (DL50 orale de 0,4 mg/kg poids corporel
(22).

Le carbofuran est tres toxique pour les invertébrés de 1’eau douce et extrémement
toxique pour les oiseaux (24). 1l est modérément a tres toxique chez les poissons d'eau douce
(CL50 96 h = 88 a 1 990 ppb) (22). Il est extrémement toxique chez la Daphnie magna, la
CL50 est de 0,015 mg/l, (20), chez les algues la DL 50 est de 19,9 mg/l (20). Le carbofuran
est extrémement toxique chez les abeilles (24), avec une DL50 aigué par contact de
0,16pg/abeille (22).

1.2.6. Mode d’action

C’est un inhibiteur de ’enzyme Acétylcholinestérase (AChE). Cette enzyme a pour
effet de rendre inactive I’ACh (I’acétylcholinesterase dégrade ’acétylcholine en choline et en
acide acétique). Avec le carbofuran, 1’acétylcholine se fixe continuellement sur son récepteur,
Ce qui a pour effet d’éliminer les insectes via son action neurotoxique (25).
1.3. Le stress oxydatif
1.3.1. Définition

Le stress oxydant correspond a un déséquilibre entre la génération d’espéces
oxygénées activées (EOA) et les défenses antioxydantes de 1’organisme, en faveur des
premieres. Notre mode de vie (tabagisme, alcoolisme, obésité, exercice physique intense),
mais aussi nos mauvaises habitudes alimentaires, augmentent de fagon anormale la production
des EOA dans notre organisme. A long terme, ceci peut contribuer a I’apparition de diverses
pathologies liées au vieillissement comme les cancers ou les maladies cardio-vasculaires.
Dans un souci de prévention, il conviendra donc de disposer d’outils performants permettant
d’évaluer correctement le statut de stress oxydant chez un individu afin d’apporter les
corrections nécessaires pour optimaliser nos défenses antioxydantes et diminuer les
dommages oxydatifs induits par les EOA au niveau de I’ADN, des protéines et des
lipides.(26)

Le role des EOA est tres complexe car elles peuvent avoir un réle physiologique ou un
effet toxique en fonction de leur concentration. Dans des conditions normales, elles sont

générées en faible quantité et jouent un role de messagers secondaires capables, notamment,

11
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de réguler le phénomene de 1’apoptose ou d’activer des facteurs de transcription. Citons aussi
le processus de fécondation, au cours duquel les spermatozoides sécrétent de grandes
quantités d’EOA pour percer la paroi membranaire de I’ovule. Formés en trop grande
quantité, les EOA deviennent «pathologiques» en activant 1’expression de genes codant pour
des cytokines pro-inflammatoires ou des protéines d’adhésion.
En outre, leur nature instable les rend tres réactifs vis-a-vis de substrats biologiques et
capables d’induire des modifications oxydatives délétéres potentiellement impliquées dans
I’apparition de pathologies (27).
1.3.2. Principales cibles biologiques des EOA

A. L’acide désoxyribonucléique ou ADN

L’ADN est une cible privilégiée pour les EOA. La guanine, par exemple, peut réagir
avec OHe pour former la 8-hydroxy-2’-déoxyguanosine (8-OH-dG) qui, au lieu de s’apparier
avec la cytosine, s’associera avec I’adénine, entrainant des mutations au sein de ’ADN et
conduisant a des altérations du message génétique impliquées dans le déclenchement du

cancer et le vieillissement. (28)
B. Les protéines

Les acides aminés possedent des susceptibilités différentes vis-a-vis des EOA. Les
plus réactifs sont 1’histidine, la proline, le tryptophane, la cystéine et la tyrosine. Toute attaque
radicalaire d’un acide aminé provoquera I’oxydation de certains résidus avec, pour
conséquences, I’apparition de groupements carbonylés, des clivages de chaines peptidiques et
des ponts bi-tyrosine intra- et inter-chaines. La plupart des dommages sont irréparables et
peuvent entrainer des modifications fonctionnelles importantes (non- reconnaissance d’un
récepteur par un ligand, perte d’activité enzymatique). Certaines protéines oxydées sont peu
dégradées et forment des agrégats qui s’accumulent dans les cellules et dans le compartiment

extracellulaire (28).
C. Les lipides membranaires

Le radical hydroxyle est capable d’arracher un hydrogene sur les carbones situés entre
deux doubles liaisons des acides gras poly-insaturés (AGPI) : c’est la phase d’initiation. Le
radical lipidique réagit avec une molécule d’oxygénepour former un radical peroxyle (ROO¢),

suffisamment reactif pour arracher un H+ a un AGPI voisin, propageant ainsi la réaction (28).

12
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Il en résulte une altération de la fluidité membranaire qui conduit inévitablement a la
mort cellulaire. Les peroxydes générés seront neutralisés par la glutathion peroxydase ou
continueront a s’oxyder et a se fragmenter en aldéhydes (malondialdéhyde, 4-
hydroxynonénal) dont les activités pro-athérogenes sont bien connues (28).

D. Les lipoproteines

L’attaque radicalaire des lipoprotéines circulantes aboutit a la formation de LDL
oxydées, qui seront captées par des récepteurs spécifiques des macrophages. L’activité de ces
récepteurs n’étant pas régulée par la concentration intracellulaire en cholestérol, les
macrophages se transforment petit a petit en cellules spumeuses (réle important dans les
premiéres étapes de 1’athérosclérose) (29). En outre, ces LDL oxydées sont immunogénes et
les immuns complexes formés peuvent activer la voie classique du complément et générer la
sécretion de cytokines proinflammatoires par les macrophages (30).

I.4.Les Systemes antioxydants
1.4.1. Définition

Le terme d'antioxydant désigne toute substance qui, présente a faible concentration par
rapport a celle du substrat oxydable, retarde ou inhibe significativement lI'oxydation de ce
substrat (31).Notre organisme a développé des défenses antioxydantes qui lui ont d'ailleurs
permis de s'adapter a vivre dans un environnement riche en oxygene (32). C'est le systéme de
la détoxification des agents oxydants qui est assurée par de nombreux antioxydants (33). La
composition en anti-oxydants differe selon les tissus et les types cellulaires, et les mécanismes
de protection sont différents dans les milieux intra- et extracellulaires. Notons dés a présent
que, les systemes de défense n'assurant pas une protection compléte, I'organisme doit disposer
de systemes de réparation afin d'éliminer les molécules endommagées. (34).

13
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1.4.2. Quelques systéemes de défenses enzymatiques

A. Glutathion peroxydase

Les peroxydases sont des enzymes capables de détoxifier le peroxyde d’hydrogene et
d'autres hydroperoxydes (en particulier d'origine lipidique). En couplant la réduction de
I'nydroperoxyde avec l'oxydation d'un substrat réducteur. La dénomination des peroxydases
dépend de la nature de ce substrat réducteur, dont chaque enzyme est spécifique (34).Deux
molécules de glutathion cédent deux H au peroxyde dhydrogéne. Les deux glutathions
forment une liaison disulfure alors que le peroxyde d'hydrogene devient deux molécules d'eau
(H20).

H,0, + 2GSH - 2H,0 + GSSG

B. Glutathion S-Transférases

Les glutathion S-transférases (GSTs) représentent une famille d'enzymes qui jouent un
role important dans la détoxification de composés électrophiles. La fonction des GSTs la plus
connue est leur activité de catalyser des réactions de conjugaison entre, le glutathion et des
substances nocives pour diminuer leurs réactivités avec les macromolécules intracellulaires.
Les GST complétent la fonction des glutathion peroxydases (GPx) dans la seconde ligne de
défense enzymatique antioxydante, les GSTs préviennent les dommages cytotoxiques et
génétoxiques causés par les composés électrophiles générés Comme produits de dégradation

des macromolécules suite a leur exposition au stress oxydant (35).
C. La catalase

La catalase est une enzyme héminique capable de transformer le peroxyde
d'’hydrogéne en eau et en oxygéne moléculaire. Elle est essentiellement présente dans les
peroxysomes, les érythrocytes, les hépatocytes et les reins (36).

1.5. La génotoxicite

I.5.1.Mode d’action et effets des génotoxiques

La genotoxicité, appelée également toxicité genétique, représente la capacité de
certains agents physiques, chimiques ou biologiques a provoquer I’apparition de dommages a
I’ADN* qui peuvent conduire & des mutations génétiques si ces 1ésions ne sont pas réparées.

Ces agents sont qualifiés de mutageénes.(37)

14
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On considére deux classes d’agents génotoxiques, les génotoxiques directs qui sont
capables de modifier directement la structure de I’ADN, et ceux que I’on appelle des
progénotoxiques qui nécessitent une activation métabolique préalable avant de pouvoir

exercer leurs effets génotoxiques. On parle dans ce cas de processus de bioactivation. (38)

En raison de la grande variété de structures et de modes d’action des substances
génotoxiques, il existe un grand nombre de dommages a I’ADN possibles. Ces altérations
structurales de I’ADN appelées 1ésions primaires concernent principalement des modifications
des bases constitutives de I’ADN ou des cassures affectant un seul ou les deux brins de

I’ADN.(39)

Il y a tout d’abord les adduits encombrants qui correspondent a I’entité chimique
résultant de 1’établissement d’une liaison covalente entre une molécule chimique électrophile

et un site nucléophile d’une base de I’ADN.(40)

Parmi les sites nucléophiles, les azotes aromatiques, les groupements hydroxyles et
carbonyles des bases constitutives de ’ADN sont les cibles privilégiées des génotoxiques.
Certains agents mutagenes tels que les HAP et les amines aromatiques sont capables de
réaliser ce type de liaison entrainant la formation d’un complexe appelé adduit (pour produit
d’addition). Cette 1ésion entraine une modification de la structure spatiale de I’ADN au
voisinage de 1’adduit qui va perturber sa reconnaissance par I’ADN polymérase au cours du
processus de réplication. La formation et la persistance de telles 1ésions de I’ADN sont des

étapes clé vers la mutagenese et le développement tumoral. (39)

Il 'y a ensuite les micro-adduits formés par I’alkylation d’une base azotée de
I’ADN.(41) Ces modifications bien que minimes perturbent la reconnaissance de la base par
I’ADN polymérase lors de la duplication de I’ADN. Les nitrosourées, les alkylsulfonates et
les cyclosphosphamides qui sont largement utilisés comme agents chimiothérapeutiques pour
le traitement du cancer sont pour la plupart des agents alkylants.(40)

Il y a par ailleurs les l1ésions oxydatives de ’ADN qui sont générées lors de 1’attaque
des bases de I’ADN par les espéces réactives de 1’oxygene. Ces Iésions concernent
notamment la guanine dont le produit d’oxydation majeur est la 8-0x0-7,8-dihydro-2’-des
oxyguanosine (8-oxodGuo). Il y a enfin les pertes, les insertions ou les modifications d’une ou
plusieurs bases de I’ADN. (41)

15
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Les agents génotoxiques impliqués sont pour la plupart des analogues de bases
azotées, tels que le 5-bromo uracile ou la 2-amino purine, présentant des similitudes
structurales avec les bases normales de I’ADN. Elles seront incorporées a ’ADN ou elles
provoquent des mutations en générant des appariements incorrects de bases. Ces analogues
provoquent principalement des mutations de type A:T vers G:C ou G:C vers A:T (transitions).
L’acide nitreux peut, quant a lui, provoquer la désamination de la cytosine ou de 1’adénine
pour produire respectivement de 'uracile ou de I’hypoxanthine qui présentent une forte
homologie structurale avec la guanine.(42) Ces lésions provoquent la encore majoritairement
des transitions de type A:T vers G:C ou G:C vers A:T. Les agents intercalants tels que le
bromure d’éthidium ou la proflavine sont des molécules a géométrie plane qui peuvent
s’insérer entre les paires de bases entrainant 1’étirement de I’ADN et I’insertion d’une base

surnuméraire.(43)

D’autres types de Iésions sont possibles mais apparaissent moins fréquemment lors de
I’exposition a des génotoxiques chimiques. Il s’agit des pontages intra ou inter-brins qui
correspondent & des liaisons covalentes anormales établies entre bases de I’ADN et aux
cassures simples et doubles brins générées essentiellement par les rayonnements

ionisants.(42)

Cassure simpile brin

Pontage intra-brins

Intercalation

Modification d'une base

Cassure double brins

Adduit

Figure 02: les différents types de Iésions primaires de I’ADN (42)
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1.5.2.Les génotoxiques environnementaux

Les agents génotoxiques peuvent étre de nature physique, chimique ou biologique. Les
mutageénes physiques sont principalement les radiations ionisantes hautement énergétiques
telles que les rayons X ou gamma et les radiations non ionisantes comme la lumiere
ultraviolette. Les mutagenes biologiques sont notamment des virus tels que les rétrovirus.(43)

I.5.3.L’étude de la génotoxicité :

Différents types de tests de génotoxicité, explorant des stades variés de I’atteinte
génotoxique, sont donc disponibles. Concernant la bio-surveillance du personnel, ils
permettent de fournir soit des biomarqueurs stricts d’exposition (Test d’Ames sur urines) ou
soit des biomarqueurs d’effet génotoxique (Test des comeétes sur lymphocytes sanguins) ou
d’effet mutagene (Test des micronoyaux ou Test des aberrations chromosomiques sur
lymphocytes sanguins) et ils peuvent donc apparaitre comme complémentaires.(44)

e Test des micronoyaux

Les micronoyaux sont des entités nucléaires indépendantes du noyau principal,
provenant de la perte de fragments chromosomiques ou de chromosomes entiers pendant la
division nucléaire, conséquences respectivement d'effets clastogenes (cassures double brin de
la molécule d'ADN) ou deffets aneugénes (altérations de I'appareil mitotique liées

principalement a des interactions avec les protéines).

Les tests des micronoyaux a donc pour objet de détecter et numérer ces micronoyaux,
dans des cellules traitées in vitro par I’agent génotoxique ou provenant d’une exposition in
vivo (par exemple des lymphocytes de rongeurs ou de sujets humains exposés a 1’agent

génotoxique) (45).

Le test des micronoyaux a d’ailleurs été présenté récemment comme ayant une valeur
prédictive pour le risque de cancer (46). Le test des micronoyaux peut étre aussi utile pour
évaluer une exposition récente (heures, jours). Il est applicable a toutes les cellules-cibles

(cellules vésicales, en dobuccales, fibroblastes, kératinocytes, etc...) (47).

L’avantage de cette technique est de ne comptabiliser que les 1ésions génotoxiques
héritables (micronoyaux dans les seuls lymphocytes binucléés) répondant seules a la
deéfinition stricte de la mutation. Le test est, de plus, associable a une étude de la qualité du
matériel génétique contenu dans le micronoyau (présence ou non de centromeéres, type de

chromosome altéré, nature exacte de 1’altération) (47).
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Le test des micronoyaux est relativement facile a mettre en ceuvre. Il ne détecte

cependant pas toutes les aberrations chromosomiques. Il requiert aussi nécessairement un

prelevement cellulaire est présent donc de ce fait un certain caractére invasif. L’analyse

cellule par cellule permet néanmoins d’avoir un grand nombre de données, (47).

LY MPHOCYTE
= PHY TOHEMAGLUTIMINE B
+ CYTOCHALASIHNE D
DIVISION -
HORMALE CLASTOGEME AHEUGENE
.

METAFHASE

AHAPHASE

= ASSURES DE
’ * CHROHOSOMES MAUVAISE

@

v

:

& 3

DIVISION CELLULAIRE
SANE CYTOCHALATSINE D

o®

AVEDS CYTOCHALASINE B : BLOCAGE DE LA I CEEH UCL EUS
DIVISION CELLULAIRE & LA CYTOCHINESE

AHSMALIES
DU FUSEALU

SEGREGATION

CASSURES DE CHROMOSOMES

Figure 03: la formation des micronoyaux (47)
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I1. Matériel et méthodes

I1.1.Présentation du matériel biologique

Gambusia affinis (Baird & Gira), est un poisson appartenant a la grande famille des
Poecilidés, comprenant dans le monde 30 genres et 293 especes, originaire des USA et du
Mexique, introduit en France vers 1930. Il est d'apres (48). Le prédateur naturel des
moustiques le plus répandu et utilisé pour cela dans la lutte antipaludéenne (49). D'élevage
facile, un des poissons les plus utilisé en laboratoire (50).

Le choix de cette espéce comme matériel biologique utilisé dans cette étude est motivé par :

- Son abondance dans les ruisseaux et les étangs de la région d’ Annaba.

-Sa facilité d’élevage dans des aquariums grace a ses capacités (robustesse et rusticité) qui lui
Permettent de survivre et de s’adapter aux changements de pH et de température (50)

Tableau 04: Position systématique

Embranchement | Vertébreé

Classe Poisson

Sous classe Téléstoms

Super ordre Téléostéens

Ordre Cyprinodontiformes
Famille Poeciliidae

Genre Gambusia

Espece Affinis
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11.1.1. Morphologie et anatomie

Gambusia affinis est un petit poisson ovovivipare d’ecau douce, de couleur gris
argentée, originaire d’Amérique centrale et de Floride, lieux ou il est connu sous le nom de

“’mosquitofish’’. (51)

Figure 04 : Morphologie général de Gambusia affinis(52)

Gambusia affinis présente un dimorphisme sexuel se manifestant par une différence de
taille trés nette a 1’état mature. La femelle peut atteindre jusqu'a 6 cm (52)son corps est trapu
avec une tache sombre plus au moins étendue se trouvant du c6té de la nageoire anale, elle est
plus nette au moment de la gestation et marque I’emplacement de 1’ovaire unique qui est
formé par les yeux des alevins qui apparaissent a travers la paroi ventrale (53).Sa nageoire
anale est ronde et transparente. Le male en revanche, a 1’état de Maturité sexuelle est plus
petit, il ne dépasse pas les 3,5 cm (54), la nageoire anale est modifiée en une structure
allongée qui constitue 1’organe copulateur dite le gonopode assurant la fécondation interne
des femelles grace a des muscles associés permettant une grande mobilité (55). Le gonopode

est utilisé lors du transfert du sperme dans 1’organe génital femelle, durant la copulation (56).

Figure 05:Le dimorphisme sexuel de Gambusia affinis(56)
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11.1.2. Comportement, reproduction et écologie
e Comportement

Gambusia affinis est une espéce diurne qui fait appel a ses capacités visuelles pour
sonalimentation, sa sélection sexuelle et son évitement des prédateurs. Extrémement vorace
elle consomme des crustaces, peut étre prédatrice de ses alevins mais cesont les larves des
moustiques présentes a la surface de 1’eau qui représentent son alimentation préférée (57)
d’ou son nom mosquitofish.
Son cycle biologique et ses diverses activités sont sous contrdle thermique. Latempérature
optimale se situe a 25C° (58)

e Reproduction

Aprés maturation des jeunes alevins, les femelles sont fécondées. Leur période de
fécondation s’étale du mois de mars a septembre et leur fécondité tend a augmenter avec la
taille mais diminue avec 1’age (58). Elles peuvent faire 4 a 5 gestations sans nouvelle
insémination et ceci grace a la chambre ovarienne qui se trouve au centre de 1’ovaire et des
replis qui assurent la longue survie des spermatozoides donc les femelles ont la capacité de
stocker le sperme dans le repli de 1’épithélium ovarien et de le disperser pour une nouvelle

fécondation sans I’implication des males (59).

La durée de ses cycles de gestations varie de 25 a 35 jours; celle du premier cycle
dure plus longtemps (60), elle est d’environ 35 jours selon (61). Au moment de la gestation
I’ovaire est plein d’alevins de taille homogene. Ces derniers quittent leur mere 1’un apres
I’autre a des temps différents, alors que I’ovaire contient d’autres ovocytes déja matures de la
génération suivante (62). La taille des portées est généralement autour de 60 jeunes, mais les

femelles peuvent transporter plus de 300 alevins (63).

Les adultes méles atteignent la maturité sexuelle au bout de quatre semaines, par
contre six semaines pour les adultes femelles (63). Wurtsbaugh & Cech. (1983) ont observé
chez G. affinis une relation linéaire croissante entre la température de I’eau et la
Croissance  jusqu’ a 30°C. Au-dessus de 35°C, la croissance est ralentie. Aussi,

I’augmentation de la densité des poissons semble freiner la croissance (64).
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= Naissance I

l Croissance 4 a 12 semaines

Maturation

l Fecondation

Reproduction

. 1 Gestation (4 a 5)
a5 % |

Parturition

Figure 06: Cycle Vital de la gambusie (64)

e Ecologie:

La Gambusie (Gambusia affinis) est une espece robuste vivant dans toute sortes de
petits étangs,fosses et marais, elle fréquente les eaux peu profondes, dormantes ou faiblement
courantes ;(ruisseaux, rivieres), souvent éphémeres, chaudes et riches en végétation. On les
introduits dans les puits, les mares, les bassins... Ce sont des espéces euryhalines et
eurythermes s’adaptent a tous les facteurs abiotiques, aux conditions climatiques et
hydrologiques défavorables et méme a des modifications considérables du contenu biologique
et chimique de 1’eau. (64).

11.1.3. Présentation du site d'échantillonnage
L’espéce étudie a été péché dans 1’oued khérraza; cette oued est située a environ 11

Km a I’ouest de la ville d’Annaba. C’est un oued saisonnier qui se remplit en hiver et se
trouve a sec durant I’été. La péche (figure 07) a été pratiquée a 1’aide d'une grande épuisette
dont le filet fait Imm de vide de maille. La collecte a été effectuée a 1’aide d’un filet de 0,40
mm de vide de maille. La capture des poissons a éteé meilleure en matinée (entre 8 et 11
heures), car en cette période les poissons montent en surface pour s’alimenter. Ces poissons

sont alors transportés au laboratoire et mis dans des enceintes d’élevage.

23



CHAPITRE Il : MATERIEL ET METHODES

Figure 07: Présentation du site d'échantillonnage

11.1.4.Elevage des poissons

Avant I’expérimentation, les poissons ont été placés pendant des semaines.Au
laboratoire, I’élevage des poissons est réalisé dans des aquariums d’une capacité de 25 litres,
remplis d’eau de robinet préalablement exposée a I’air libre pendant 48 heures afin de la

débarrasser des hypochlorites de sodium qui peuvent causer la mortalité des poissons.

Les aquariums sont munis de pompes a air (220-240 VOLTS. 50HZ) et d’un diffuseur,
Les poissons sont nourris quotidiennement avec une préparation a base de crevettes et des
poissons déshydratés, commercialisée sous le nom de Tetramin® (Tetrawerk, Allemagne).
Elle a été distribuée quotidiennement et sont exposés pendant 12 a 13 heures a la lumiere pour

ne pas changer leur systéeme naturel de photopériode.

Figure08: Elevage de Gambusia affinis au laboratoire

24



CHAPITRE Il : MATERIEL ET METHODES

I1. 2. Présentation du matériel chimique

11.2.1. Le carbofuran

Le carbofuran est un insecticide a large spectre utilisé pour le traitement des semences
dans le cadre de différentes cultures : cultures légumieres, mais, soja, tournesol, arbres,
arbustes d'ornement, cultures florales, fraisier (65) Cette molécule appartient a la famille des
carbamates et agit par inhibition de I'activité des cholinestérases (65).

11.2.2. Intérét de la molécule

Le carbofuran est une substance active utilisée comme insecticide et nématicide en
agriculture pour lutter contre une grande variété d’insectes foliateurs et fouisseurs. Il est
considéré comme un des pesticides utilisés le plus souvent de fagcon anarchique. On le trouve
en forte concentration dans les régions agricoles, dans I’atmospheére et dans les cours d’eaux,
ou il est freguemment détecté dans les eaux superficielles (66)

Le Carbofuran peut étre ingéré par voie orale ou par inhalation. Il est fortement toxique
pour ’homme, la végétation et aussi pour les poissons car il est connu pour altérer les
fonctions neurologiques et surtout 1’acétylcholinestérase sa cible privilégiée qui est une
enzyme qui hydrolyse 1’acétylcholine, un neurotransmetteur impliqué dans la transmission
des cholinergiques (66)
11.3.Le traitement

Les poissons sont répartis en trois lots expérimentaux (45 poissons par lots); un lot
témoin qui ne sera pas traité, deux traités avec le carbofuran, aprés 48 heures d’acclimatation
des poissons , la moiti¢ de I’eau de chaque aquarium est renouvelée , c’est pendant cette
opération que nous introduisons le pesticide, les temps d’exposition sont 7j ,15j, et 45 jours a

deux doses de 5.75 mg/l et 7.66 mg/ | selon des essais précédemment réalisés (67)
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11.4. dissection des organes et dosages

Préparation des poissons en 3 lots

traités:

Contient
I’eau de
robinet

DL 50/3

DL 50/4

Traités en:

Hépatopancréas Les

branchies

5

[ Dosage ‘ | Test de
micronoyaux
} }

(73)
[AchE(?Z)J [ GPx (71) ]

Figure 09: Protocole expérimental
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Aprés anesthésie avec la glace, le poisson est fixé en position dorsale sur une plaque
de liege, a I’aide d’épingles par ’orifice buccale et la nageoire anale, la dissection est réalisé
sous loupe binoculaire, a I’aide d’un microciseau, une incision est faites de 1’orifice uro-
génital jusqu'a la base des opercules pour le prélevement des branchies, 1’hépatopancréas et le
systeme nerveux.

I1. 4.1.Prélevement des branchies et leur dosage

W e e o s Al

N JR—
3

e

a -———-- -

gt | 1

1 o |

. ]

Figure 10: prélévement des organes de Gambusia affinis

e Les branchies

Chacune des deux branchies est formée de deux hémibranchies, la plus interneétant la
plus grande. Ces hémibranchies sont constituées de filaments branchiaux sur lesquels se
trouvent les cils, a l'origine de l'activité ventilatoire qui permet les échanges respiratoires.
L’eau pénétre dans la chambre infrabranchiale par le siphon inhalant, puis dans les chambres
interlamellaires et quitte 1’animal par le siphon exhalant via la chambre suprabranchiale (69).

Les particules transportées par I’eau ne peuvent pas pénétrer dans les chambres
interlamellaires. Elles sont véhiculées grace a I’action conjuguée de nombreux cils recouvrant
les filaments. 1l existe trois types de cils: les cils latéraux, qui créent le courant d'eau a travers
les branchies ; les cils latéraux frontaux, qui retiennent les particules potentiellement
nutritives et les conduisent vers les cils frontaux, qui les acheminent vers les palpes labiaux,
puis vers la bouche. L'efficacité de rétention est de 100 % pour des particules comprises entre
4 et 20 um (68). Les particules rejetées soit par les branchies, soit par les palpes labiaux, sont
véhiculées par les cils recouvrant le manteau vers le siphon inhalant au niveau duquel elles
sont libérées dans le milieu extérieur sous forme de pseudo-feces. Les branchies possédent un
role capital dans la respiration, la nutrition, mais aussi dans la reproduction. Apreés
fécondation, les oeufs sont incubés dans la cavité suprabranchiale, au niveau du feuillet

interne de la branchie.(69)
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a. Test micronoyaux
Meéthode (73)

Prélever 0,1 mg de branchie

Ajouter 1 ml de la solution dispas

Incuber pendant 10 min a 37°C

Centrifuger a 1000 rpm pendant 10 min

Récupérera le surnagent et le culot cellulaire

Fixer avec le mélange méthanol : acide acétique pendant 20 min
Etaler sur une lame

Faire sécher

Colorer avec Giemsa 3 %

N N N N N N T N NN

Observation au microscope optique x100

Figure 11: dissection des branchies

11.4.2.Prélévement d’hépatopancréas et leur dosage

Les hépatopancréas du Gambusia affinis des différents lots et différentes périodes,
sont mis séparément dans des tubes eppendorfs et additionnés du tampon TBS a pH = 7,4 puis
broyés a 1’aide d’un broyeur a ultrason en maintenant les tubes a basse température. Apres
avoir homogénéisé tous les tubes nous les avons placés dans la centrifugeuse a 9000 tours/15
min. Pour le dosage les surnageants récupérés sont fractionnés dans d’autres tubes eppendorfs
et seront conservés abaisse température pour le dosage du GPx.

a. Dosage des protéines

La concentration des protéines contenues dans les surnageants a eté déterminée selon

(70). Nous avons utilisé 100 pl du surnageant de chaque organe, homogénéisé avec 4 ml de

bleu brillant de comassie (BBC) (G250), Merck) comme réactif. Le mélange est agité et laissé
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a température ambiante (T°C) pendant 5 mn pour la stabilisation de la couleur . La lecture
s’effectue au spectrophotomeétre a une longueur d’onde de 595 nm.
b. Dosage du Glutathion peroxydase (GPx)

L’activité enzymatique du glutathion peroxydase (GPx) a été mesurée par la méthode
de (71) basée sur la réaction de peroxyde d’hydrogéne (H,0,) en présence de glutathion
réduit (GSH), ce dernier est transformé en (GSSG) sous I’influence de la GPx selon la
réaction suivante :

H,0, + 2GSH — 2H,0 + GSSG

Apres la récupération de surnageant, prélever 0,2 ml d’homogénat puis ajouter 0,4 ml
de GSH et 0,2 de tampon phosphate (pH = 7,8). Incubation au bain marie a 25°C pendant 5
min, ajouter 0,2 ml de H,0, pour initier la réaction, laisser agir 10 min puis ajouter 1 ml de
TCA pour arréter la réaction. Mettre le mélange dans la glace pendant 30 minutes.
Centrifugation durant 10 min a 3000 tours/ 10 min.

Prélever 0,48 ml du surnageant, ajouter 2,2 ml de solution K,HPO, et 0,32 ml de
DTNB. Mélanger et aprés 5 min lire les densités optiques a 412 nm.

La détermination de ’activité enzymatique de la GPx fait a I’aide de la formule suivante :

(DO echantillon - DO etalon) x 0.04
DO etalon

Quantite GSH disparu

GPx (umol GSH/ mg proteine) = .
[]1de protéine

X: Quantité de GSH réduit disparu (oxydé) dans 0,2 ml extrait dans 1ml.
DO échantillon: Densité optique de 1’échantillon.
DO étalon: Densité optique de I’étalon.

0,04: Concentration de substrat.

Figure 12: prélévement d’hépatopancreas
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Hépatopancréas

1 ml de TBS pour les broyages

4

Centrifugation 9000 tours/15min

4

Surnageant

: :

Protéines GPx

Figure 13: dosage du GPx et protéines totale(71)

11.4.3.Prélévement du SN et le dosage d’acétyle choline estérase
a. Dosage de I’acetylcholinesterase (AChE)

La méthode de dosage de I’acétylcholinestérase (AChE) la plus courante (72) consiste
a fournir a ’enzyme un substrat, I’acétylthiocholine (ASCh), dont I’hydrolyse libere de la
thiocholine (SCh) et de I’acide acétique. La quantité de thiocholine obtenue est
proportionnelle a I’activité enzymatique, on la révéle grace a une méthode colorimétrique
faisant intervenir union (le dithiobisnitrobenzoate ou DTNB) qui se lie avec la thiocholine
pour former un complexe de couleur jaune que 1’on dose a 412 nm. Les échantillons sont
homogénéisés pendant quelques secondes dans 1 ml de solution détergente
(38,03 mg éthylene glycol tris-p-aminoéthy éther ou EGTA, 1 ml triton X 100%, 5,845 ¢
NaCl, 80 ml tampon tris 10mM) a 1’aide d’un homogénéisateur a ultrasons puis centrifugés a
5000 tours/pendant 5 mn. Le surnageant est utilisé immédiatement pour la mesure de
I’activité¢ AChE.

Les etapes du dosage d’AChE sont les suivantes: 100ul de surnageant sont
additionnées a 100 pul de DTNB (0,1 M, pH 8) (39,6 mg de DTNB, 15 mg CO3 Na, dans 10
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ml tris 0,1 M pH 7) et 1 ml du tampon tris (0,1 M, pH 7). Apres 3 & 5 minutes de repos
nécessaire pour épuiser la réaction spontanée, 100 pl de substrat acétylthiocholineiodide
(Sigma R) (118 mg ASCh dans 5 ml d’eau distillée) sont ajoutés. La lecture des densités
optiques s’effectue a 412 nm toutes les 4 minutes pendant 20 minutes contre un blanc ou le
surnageant a été remplacé par un volume équivalent de solution détergente (100 pul).

L’activité spécifique de I’ AChE est déterminée par la formule suivante:

A Dy/mnx Vit
AChE (uM/min/mg de protéines) = mg de protéines
1,36 x 10°x Vs

X: nanomole de substrat hydrolyse par minute et par mg de protéines (nM/mn/mg de
protéines).

ADO : pente de la droite de régressions obtenue aprés hydrolyse du substrat en fonction du
temps

1,36 x 104 : coefficient d’extinction molaire du DTNB (M-1cm-1).

Vt : volume total dans la cuve : 1,3 ml [0,1 ml surnageant + 0,1 ml DTNB + 1 ml tampon tris
(0,1 M, pH 7) + 0,1 acétylcholine].

Vs : volume du surnageant dans la cuve : 0,1 ml.

mg de protéines : quantité de protéines exprimée en mg

31



CHAPITRE Il : MATERIEL ET METHODES

Broyage dans 1 ml de solution détergents

ags

Centrifugation 9000 tours/15min

1

Surnageant
|

| }

Protéines AchE

Figure 14: dosage de I’AChE(72)

I1.5. Analyse statistique

Dans notre étude, pour mieux visualiser les résultats obtenus, la représentation
graphique choisie est celle des histogrammes en utilisant Microsoft Excel 2007. Du logiciel

Minitab pour 1’analyse statistique et du traitement des données version 13.31.

Chaque parametre mesuré a fait I’objet d’une analyse de variance avec a<0.05 (TEST
T). Les données sont représentées par la moyenne plus ou moins 1’écart-type (m £ s). Une
analyse de la variance a deux criteres de classification (concentration, temps) a été effectuée
en utilisant le test ANOVA.
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I11. 1. Résultats
111.1.1. Effet du carbofuran sur la formation des micronoyaux
En comparaison avec les Gambusies témoins, chez les Gambusies traités pendant 7 et
15 jours aux doses de 5,75 mg/l et 7,66 mg/l de carbofuran, nous relevons qu’il n’existe pas
une différence significative du nombre des micronoyaux.
Apres 40 j de traitement a la DL50/3,( tableau 05) on note une augmentation trés
significative du nombre des micronoyaux ( tableau 05 )
L’ANOVA a deux critéres montre un effet temps (PLJ10,05) et un effet dose (
p=0,001)
Tableau05: variation du nombre des micronoyaux chez Gambusia affinis traité par
deux doses du carbofuran (5,75 mg/l et 7,66 mg/l) durant 7, 15 et 40 jours.

séries Témoin DL50/4 DL50/3
Temps N=8 N=8 N=8
i 0,5+ 0,3750+ 0,6250+
0,5345 0,5175 0,744
15i 05+ 0,375+ 1,125 +
0,5345 0,5175 1,2464
40 0,5+0,7559 0.1 2315% T
0,8864 1,4078
NS: non significatif.
*significatif (P<0,05).
** hautement significatif (P<0,01).
*** tres hautement significatif (P<0,001).
Noyaux

-

MicronoyauxV

Figure 15: observation microscopiques des micronoyaux (x 100)

34



CHAPITRE Il : RESULTATS ET DISCUSSIONS

111.1. 2. Effet du carbofuran sur I’activité enzymatique du GPx:

Le tableau (07) et la figure (16) montrent qu’il ya une augmentation significative
((P<0,001; P<0,001) de I’activité enzymatique du GPx chez les Gambusies traité par les 2
doses du carbofuran apres 7jours.

Apres 15 jours de traitement la différence de I’activité enzymatique du GPx est
significative et trés significative respectivement a la DL50/4 et a la DL50/3 par rapport au
témoin. Cette augmentation est trés hautement significative apres 40j pour les 2 doses.

L’analyse de la variance a deux critéres (ANOVA) révele un effet dose (P<0,001), un

effet temps (P<0,001) et une interaction dose temps (P<0,001)

0,3 ~

* % %

0,25 - T

* % %

02 - . T * k%

B temoin

—_ %

0,15 -
0,1 - m DL50/4

0,05 DL50/3

0 -

L'activité enzymatique de GPx
*

7j 15) 40!

Temps (jours)

Figurel6: Variation de ’activité enzymatique du GPx chez G.affinis traité par le
carbofuran (DL50/4, DL50/3).

111.1. 3.Effet du carbofuran sur P’activité d’AchE :

Selon le tableau (08) et la figure (17), la comparaison des résultats du témoin par
rapport a ceux des Gambusies traités pendant 7,15 et 40 jours révéle chez ces derniers, une
diminution trés significative, et trés hautement significative de I’activité enzymatique de
I’AChE aprés 15 j respectivement a la DL50/4 et a la DL50/3 . Il est également observé une
diminution tres hautement significative apres 40 j pour les 2 doses.

L’ANOVA montre un effet dose (P<0,001), un effet temps (P<0,001) et une

interaction dose —temps (P<0,001)
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Figurel7: Variations de I’activité enzymatique de I’ AChE chez G.affinis traité par
le carbofuran (DL50/4, DL50/3) durant 7, 15 et 40 jours.
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I11. 2. Discussions

La capacité d’adaptation d’un organisme a 1’environnement dépend principalement
des mécanismes efficaces de la détoxification de divers composés endogenes et exogenes
(74); chez les organismes aquatiques ces mécanismes sont les premiers sollicités par la
présence des xénobiotiques (75); de ce fait les biomarqueurs constituent un signal précoce
d’effets de la contamination sur ces organismes. Ils permettent d’évaluer leur état de santé et
celui des populations des écosystémes (76).

Leur inhibition ou leur induction in vivo est un bon outil environnemental pour
évaluer les effets potentiels des xénobiotiques et de leur niveau de toxicité a différents
niveaux d’organisation biologique d’un organisme vivant (77, 78, 79, 80,81).

Afin de prendre en compte la multiplicité des effets des contaminants il est apparu
nécessaire de recourir a une approche multi-biomarqueurs basée sur la mesure de plusieurs
biomarqueurs complémentaires (82).

Les parametres biochimiques et enzymatiques chez les organismes exposés aux
contaminants toxiques ont été utilisés comme biomarqueurs et peuvent constituer un
important outil de diagnostic pour évaluer 1’exposition et les effets des xénobiotiques (83).

Dans cette étude nous avons choisi de suivre le taux de GPx au niveau de
I’hépatopancréas et I’activité de 1’acétylcholinestérase au niveau des tétes des poissons.

IIL. 2. 1. Les effets du carbofuran sur ’activité de GPx chez Gambusia affinis

L’organisme se protége en permanence contre la formation et les agressions des
radicaux libres gréace a divers mecanismes de défense enzymatiques et non enzymatiques (84).

Le systéeme de défense antioxydant est présent chez toutes les cellules aérobies et
neutralisent les réactions chimiques intermédiaires produites par voie endogéne et/ou le
métabolisme des xénobiotiques. L’activité du systéme antioxydant subit une augmentation ou
une inhibition sous 1’effet d’un stress chimique (85).

Parmi ces systemes de défense enzymatiques le glutathion peroxydase (GSH-Px ou
GPx) joue un rdle principal dans la protection de I'organisme contre les dommages induits par
le peroxyde d’hydrogéne H202, mais aussi des peroxydes organiques formés par oxydation
des acides gras ou du cholestérol. L'activité de ces enzymes dépend de I'apport nutritionnel en
sélénium, son déficit entrainant une diminution de I’activité enzymatique (86).

Une augmentation progressive dans le taux de GPx a été observée chez les
poissons traités en comparaison avec les témoins. Par ailleurs cet effet pourait étre di a
I’augmentation du stress oxydatif qui renforce I’activité des enzymes antioxydants chez les

animaux(87). contrairement a 1’étude de RAHMANI Basma au 2014 sur a I’activité
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enzymatique de GPx qui montre une diminution non significative apres le traitement par
deux doses (DL50/4 et DL50/3) au différent temps (15 jours et 40 jours).(88) ont trouve le
méme résultat et ils ont expliqués qu’il reflete un degré négligeable de toxicité et une
production physiologique des ROS.

I11. 2. 2. Les effets du carbofuran sur I’activité de I’AchE chez Gambusia affinis

L’acétylcholinestérase ne joue aucun role dans la détoxification des xénobiotiques chez les
étres vivants. Cette enzyme est impliquée dans les mécanismes de transmission de 1’influx nerveux a
travers 1’organisme. Dans les jonctions interneuronales et neuromusculaires, la terminaison nerveuse
libere un médiateur chimique, 1’acétylcholine (ACh), qui permet la transmission du message nerveux
d’une cellule a I’autre. Une fois I’information transmise, [’acétylcholine est rapidement inactivée par
I’inhibition de I’enzyme par de nombreux toxines entrainant une accumulation du médiateur chimique
dans I’es pace synaptique, qui maintient de ce fait une transmission permanente de 1’influx nerveux,
laquelle conduit généralement a la tétanie musculaire et a la mort (89,90). L’ AChE est essentiellement
inhibée par deux classes d’insecticides, les organochlorés et les carbamates (91, 92, 93,94).
Cependant, certaines études ont mis en évidence I’inhibition de I’activité de I’AChE par d’autres
contaminants environnementaux incluant certains agents sulfactants, les hydrocarbures combustibles
et les métaux lourds (95, 96, 97,98).

L’inhibition de I’activité de I’AChE peut avoir des conséquences sur le comportement des
étres vivants:

La recherche de la nourriture, la recherche de partenaire sexuel et le soin des jeunes (99, 100,
101, 102,103). L’analyse de I’activité de I’AChE dans les différents tissus des organismes aquatiques
est considérée comme biomarqueur de la contamination des milieux aquatiques par les pesticides
anticholinestérasiques (104, 105,106).

Les mesures de 1’activité¢ de I’AchE que nous avons effectuées dans le cerveau de
G.affinis aprés une durée d’exposition de 7, 15 a 40 jours aux doses sublétales testées,
montrent que le carbofuran induit chez cette espéce une réponse significative se traduisant
aprés 7 jours d’exposition, par une réduction de I’activité de I’AchE pour les G.Affinis traité
par DL50/3 aprés 15 et 40 jours d’exposition au DL40/4 et DL50/3 nous remarquons une
inihibition hautement significative. Nos résultats sont en accord avec ceux de (107) qui
rapportent que le carbofuran inhibe aprés 24h d’exposition, I’activit¢ de I’AchE dans le
cerveau de Gambusia yucatana.

De nombreux autres travaux ont démontré la capacité de divers xénobiotiques a
inhiber invitro et in vivo chez différentes espeéces animales, 1’activité de I’AchE. La durée
d’exposition, la concentration du xénobiotique, I’age de I’individu et le stress peuvent
influencer la sensibilité de 1’activité de cette enzyme (108, 109,110 ,111). Ainsi le dosage de
I’AchE dans les tétes des alevins et les adultes de G.affinis exposées au halofénozide révele
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une inhibition de I’AchE aprés 60 jours de traitement.(107,112)Ont souligné aussi une
diminution de I’AChE dans le cerveau de plusieurs familles de poissons exposées a un
pesticide organophosphorés, dans le muscle et le cerveau d’Anguilla anguilla traité par
différentes concentrations d’un herbicide (le thiobencarbe) et dans le muscle d’autre
poissons(Oreochroms moscambicus et Labeo umbratus) au niveau d’un écosystéme pollué
par les insecticides organophosphorés.

Une exposition de 24h au Chloropyrifes inhibe I’activité de 1’AchE dans le cerveau de
G.ucatama (113).En effet, l'activité de I'AChE mesurée dans le muscle d'un autre poisson
(Carassius auratus) a été inhibée suite a une exposition au carbofuran (114). Une diminution
de I’activité de I’AchE au niveau de I’hépatopancréas chez les femelles adultes de G.affinis
exposees au diflubenzuron a été également rapportée par (115).

L’exposition au cadmium entraine une diminution de ce parametre seulement chez les
femelles adultes (114). Des résultats exprimant la diminution de 1’activité de I’ AchE dans les
muscles et les cerveaux rapportés chez Macoma balthica, un mollusque bivalve dans le Nord
de la mer baltique (115), chez Ceras todermaglaucum exposé au métaux lourds dans le golf
de gabes (116), chez Hexaplexe trunculus exposé au carbofuran, cadmium et cuivre dans la
lagune de Bizerte (117).

I11. 2 .3. Les effets génotoxiques du carbofuran

Les substances chimiques génotoxiques sont capables de provoquer, sur I’ADN des
cellules, des dommages qui, s’ils ne sont pas ou mal réparés, conduisent a des mutations; ces
mutations sont ensuite inscrites dans le patrimoine génétique d’un individu et transmises a sa
descendance. Un polluant génotoxique peut ainsi avoir un impact sur la survie d’un individu
(phénoméne de canceérisation), mais aussi sur la viabilité des générations issues de cet
individu, si ce sont les cellules germinales, en charge de la reproduction, qui sont affectées.

Les cellules branchiales sont parfois utilisées. De part leur fonction de surface
d’échange, elles sont particulierement exposées aux contaminants présents dans le milieu.
Associé a un fort indice mitotique, cette caractéristique contribue a la grande sensibilité du
test sur ce type de tissus (118, 119,120). Cependant, la mise en suspension des cellules
requiert des protocoles susceptibles d’endommager les cellules, et le taux de base de cellules
micronuclées y est plus important que dans les autres tissus (121).

Une augmentation progressive de formation des micronoyaux a été observée chez les
poissons traités en comparaison avec les témoins. Par ailleurs cet effet pourrait étre di a
I’augmentation du stress oxydatif notre travail et en accord avec le test micronoyaux qui a éte

mis au point sur des érythrocytes circulant de poissons d'eau douce,Oreochronis mossambica
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(122) et sur les hépatocytes de truite-arc-en-ciel (123). Effectué couramment chez les
amphibiens Pleurodeles walti (124), il a permis la constitution d'une base de données. Son
protocole a été standardisé par une norme AFNOR (125).

L'induction de micronucléus est observée chez les moules Mytilus edulis exposées a
des génotoxiques ou vivant dans des zones de rejets (126). Ce test est effectué également chez
les poissons marins (127) ct chez les huitres.

La fréquence de micronoyaux dans les érythrocytes circulants de poissons vivant dans
des sites contaminés au sud de la Californie est augmentée(128).

Le test micronoyaux peut donc, en théorie, étre mis en ceuvre dans la plupart des
tissus. En pratique, la fréquence de division, le dégrée d’exposition des cellules aux

contaminants et I’accessibilité des cellules conditionnent le choix des tissus testés(128).
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CONCLUSION

Conclusion

Les pollutions occasionnées par les activités agricoles induisent généralement une
diminution de la biodiversité, une banalisation du milieu, voire méme la destruction de
certains maillons des écosystemes. Depuis la révolution verte qui a débuté dans les années 60,
les pesticides font partie intégrante du systeme agricole. Ils sont devenus le principal moyen
de lutte contre les organismes nuisibles. Les pesticides jouent un rdle important dans le
contrble des divers parasites. Cependant, leurs utilisations intensives et conventionnelles ont

causeé des effets secondaires sur I'environnement.

Lorsque le carbofuran est rejeté dans I’environnement, il aboutit en partie dans les sols
et les eaux de surface. Le carbofuran présente des risques tant pour les organismes terrestres
qu’aquatiques. Il existe un risque pour les oiseaux, les poissons d’eau douce et les petits
mammiféres sauvages qui consomment des aliments contaminés sur le site d’application ou a
proximité.

Notre travail a été réalis¢é dans le contexte général de I’étude des effets de la
contamination chimique sur les écosystémes d’eau douce, et aussi 1’étude d’impacte d’une

agression chimique induite par le carbofuran chez un poisson prédateur de larve de moustiques

Gambusia affinis.

Les résultats obtenus, ont montré que I'exposition des Gambusia affinis a deux doses
correspondants a la DL50/4 et DL50/3 aux différents temps testés (7, 15 et 40 jours) entraine
I'apparition d'un stress oxydatif qui se manifeste par:

e Une augmentation du taux de GPx proportionnelle a la dose et a la durée du

traitement.

e une diminution significative de l'activit¢ de I’AchE chez les séries traitées

comparativement aux témoins.

e D'autre part, le carbofuran entraine une augmentation de la formation des

micronoyaux aux différents temps testés.

Ce travail mériterait d'étre approfondi par des nouvelles voies d'approche

(enzymologie, embryologie, génétique...) qui pourrait peut-étre élucidé d’autres problémes.
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Annexes

Annexe 01: réalisation de la gamme d’étalonnage

Tubes 1 2 3 4 5 6
BSA (ul) 0 20 40 60 80 100
Eau
distillée 100 80 60 40 20 0
(ul)

BBC (ml) 4 4 4 4 4 4

Annexe 02: réalisation de la gamme d’étalonnage.

Quantité
d’albumine BSA 20

(ng/ml)
DO 0.1215 0.2007 0.2640  0.2964 0.3290

Annexe 03: courbe d’etalonage des proteines tissilaire utilisant le sérum albumine

bovine (BSA)

C2=0,08911 + 0,05107 C1

$=0,0196328 R<caré=958%  R-camé(ajust)=943%

035 —

c2

0,15 ——




Annexes

Annexe 04 : Analyse de la variance a deux critére de classification (dose, temps) de

I’activité spécifique de I’ACHE (pug/mn/mg de protéine) chez Gambusia Affinis (mxs,

n=8)

Source DL sC CM F P ‘
Dose 2 27,84598 13,92299 2,1E+06 0,000***
Temps 2 2,49856 1,24928 1,9E+05 0,000***
Interaction 4 2,23369 0,55842 8,6E+04 0,000***
Erreur 63  0,00041 0,00001
Total 71  32,57863

Annexe 05 : Analyse de la variance a deux critére de classification (dose, temps) de

’activité spécifique de GPx (ng/mn/mg de protéine) chez Gambusia Affinis (mzs, n=8)

Source DL SC CM F P
Dose 2 9,57903 4,78952 9,3E+05 0,000***
Temps 2 16,05315 8,02658 1,6E+06 0,000***
Interaction 4 5,99717 1,49929 2,9E+05 0,000***
Erreur 63 0,00033 0,00001

Total 71 31,62968

Annexe 06: Analyse de la variance a deux critére de classification (dose, temps) de la

formation des micronoyaux (pHg/mn/mg de protéine) chez Gambusia Affinis (mzs, n=8)

Source DL SC CM F P ‘
Dose 2 12,250 6,125 8,41 0,001
Temps 2 6,583 3,292 4,52 0,015
Interaction 4 7,167 1,792 2,46 0,054
Erreur 63 45,875 1,792
Total 71 71,875 0,728
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Annexe 07: Variation de Iactivité enzymatique du GPx chez G.affinis traité par le

carbofuran a raison de 7 ,66 et 5,75 mg /1.

Séries Témoin DL50/4 DL50/3
Temps N=8 N=8 N=8
7] 0,0427+0,0146 0,1032+0,0103 0,1366+0,0166
15j 0,0292 +0,0147 | 0,1666 +0,0182 | 0,2046 +0,0136
40j 0,0427 +0,0146 | 0,1842+ 0,0037 0,2212+ 0,0152

NS: non significatif.
*significatif (P<0,05).
** hautement significatif (P<0,01).
*** trés hautement significatif (P<0,001).
Annexe 08: Variation de I’activité enzymatique de I’acétylcholinestérase chez G.affinis
traité par le carbofuran (DL50/4, DL50/3) durant 7, 15 et 40 J.

Séries Témoin DL50/4 DL50/3
Temps N=8 N=8 N=8
7j 2,2193+0,0412 | 2,2126+0,0737 | 0,8421+ 0,0298
15j 2,2954 + 0,0296 | 1,6686+0,0682 0,8100 + 0,04
40j 2,2193+ 0,0485 | 0,7500+ 0,06 0,6300+ 0,05

NS: non significatif.
*significatif (P<0,05).
** hautement significatif (P<0,01).

*** tres hautement significatif (P<0,001).



