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ABSTRACT

Our study aims to investigate the toxicity of a new insecticide "Exirel" that belongs to the

family of diamids anthranilic and its effects on some parameters related to liver function.

This study was carried out by an experiment on 30 rats of the Wistar strain divided into 5
groups of 6 rats, our obtained results showed that the treatment with Exirel causes a
hepatotoxicity which resulted in a modification of biochemical and enzymatic parameters, this
is revealed by the increasing in protein levels, malondialdehyde (MDA) and GST activity. In
addition, we have recorded a decrease in lipid and GSH levels, GPx activity. From this,

exposure to the Exirel presents a real danger to environment generally and human health.

Keywords: insecticide, anthranilic diamides, Exirel, hepatotoxicity, rats, etc....



Résumé

Notre ¢étude porte sur 1'évaluation de la toxicite d'un nouveau insecticide "Exirel" qui
appartient a la famille des diamides anthraniliques et ses effets sur quelques paramétres lies a

la fonction hépatique.

Cette étude est réalisée par une expérimentation sur 30 rats de la race Wistar répartis en 5
groupes de 6 rats chacune, l'analyse des résultats obtenus a montré que le traitement par
I'Exirel provoque une hépatotoxicité qui s’est traduit par une modification des parametres
biochimiques et enzymatiques, ceci est révélé par 1'augmentation du taux des protéines, de la
malondialdéhyde (MDA) et de l'activité de la GST. Par ailleurs, nous avons enregistré¢ une
diminution du taux des lipides, de la GSH et de l'activit¢ du GPx. De cela, 1’exposition au

Exirel présente un réel danger pour la sante.

Mots clés : Insecticide, diamides anthraniliques, Exirel, hépatotoxicité, rats...etc.
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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 systémes agricoles sont fondés sur le recours aux
pesticides de syntheése quipermettent d’accroitre, de stabiliser les rendements et d’assurer une
qualit¢ meilleurs des productions agricoles.Ces molécules ont permis d’éliminer les
mauvaises herbes et lutter contre les insectes nuisibles aux cultures et ala santé humaine de
facon rapide et efficace (Calvet, 2005). De ce fait, elles sont devenues un enjeuéconomique et
sanitaire important. L utilisation massive des pesticides dans I’environnement a un impact sur
lareproduction, la croissance, le développement, le comportement ainsi que le fonctionnement
des systémesimmunitaires et endocriniens des organismes non visés. Ainsi, les effets
secondaires des insecticideset les impératifs environnementaux ont encouragé la recherche de
méthodes alternatives de luttepar la mise en ceuvre d’une lutte chimique raisonnée ou

biologique ou intégrée (Maiza, 2013).

Cependant, la lutte chimique reste le moyen majeur de contrdle des insectes ravageurs et
vecteurs de maladies. Elle utilise de plus en plus des produits sélectifs, les biopesticides et les

régulateurs décroissance des insectes (Hinda Berghiche, 2015).

Il existe plusieurs familles d’insecticides, leurimpact dépond a la fois de leurs mode
d’action, de leurs persistance dans le temps et de leurssous-produits de dégradation lesquels
sont parfois plus toxiques et se dégradent moins vite quele composé initiale. Leurs effets sur

le vivant sont, eux aussi, encore pas trés connus (Saddek, 2015).

Les Diamides sont une nouvelle famille d'insecticide découverte au début des années
2000, elles ciblent sélectivement les canaux calciques RyR des insectes inhibant ainsi les
récepteurs de la ryanodine (RyR), Ces insecticides myocontractants provoquent une libération
incontrolée d’ions calcium (Ca++), ce qui paralyse les muscles de ’insecte et provoque sa

mort (Sattelle, 2008 ; Xu , 2018).

C’est dans ce contexte que notre travail a pris naissance.Notre étude a pour objectif
d’évaluer la toxicité de cette famille d’insecticides en étudiant les effets toxiques de 1’Exirel

chez les rats de la souche wistar au niveau hépatique.Nous avons pour cela mis au point le
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dosage de quelques paramétres biochimiques ainsi que 1’évaluation des parameétres du stress

oxydatif (GSH, GPx, GST...).
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1. Généralité sur les pesticides

1.1. Définition

Le mot « pesticide », terme générique dérivé des termes latins « caedere » (tuer) et «
pestis » (fléau), intégré a la langue anglaise des les années 1940, puis a la langue frangaise 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 propriétés 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 espéce
végétale ou animale nocive ou génante au cours de la production ou de I'entreposage de

produits agricoles.
1.2. Classification des pesticides

Selon ’OMS (1991) 1l existe de nombreuses classifications des pesticides, en fonction
de l'organisme visé, de la structure chimique du composé utilis€ ou de la nature et de la

gravité des risques correspondants pour la sante.

Tableau 01: Mode d'action des herbicides, fongicides et insecticides.
(http://www.mddep.gouv.qc.ca/pesticides/apropos.htm)

Herbicide
De contact Agit sur les parties de la plante avec lesquelles il entre en contact.
Systémique Absorbé par la plante, se déplace a l'intérieur de celle-ci.
Sélectif Ne controle que certaines plantes parmi celles qui sont traitées.
Non sélectif Controle toutes les plantes traitées.
Résiduaire Se dégrade lentement et c%rétrrigijeel'es plantes pour une longue
Fongicide
Préventif Protege la plante en empéchant que la maladie se développe.
Curatif Réprime une maladie qui est déja développée.
Insecticide
De contact Agit lorsque l'insecte entre en contact avec le produit.
D’inhalation Agit lorsque l'insecte respire le produit.
D’ingestion Agit lorsque l'insecte se nourrit du produit.
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1.3. Intérét de P’utilisation des pesticides

e Dans D’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) vis 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 ¢pidémies). (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 1’environnement. L’exposition peut avoir lieu par contact direct avec la
source ou par contact indirect, En effet 1’organisme humain est donc exposé via 1’ingestion,
I’inhalation ou 1’absorption cutanéo-muqueuse. 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 : 1’une habituellement élevée, 1’autre généralement trés faible mais

répétée dans le temps, voire chronique.

Les enfants et les femmes enceintes, ou plus exactement leur foetus, sont des
populations particuliecrement 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 fcetal (Géraldine Amblard, 2009).
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Exposition

Exposition
accidentelle (par voie délibérée (a partir
cutanée, orale ou d’eau, d’air ou
respiratoire) d’aliments)
Exposition Exposition extra Suicides Homicides
professionnelle professionnelle (a
partir d’eau, d’air
ou d’aliments)
Courte Longue
durée durée
Courte durée Longue durée

Figure 01 : mode d’exposition aux pesticides (OMS, 1991)

1.5. Impact sur I’environnement

Les pesticides peuvent étre responsables de pollutions diffuses et chroniques ou aigués
et accidentelles, lors de leur fabrication, transport ou utilisation. Les risques pour
I’environnement sont d’autant plus grands si ces produits toxiques sont utilisés sur des
surfaces a des doses €levées, présentant ainsi un danger pour la population et les écosystémes

(Lucile Montestrucq, 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 probléme
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 pesticides et de ses autres propriétés, les pesticides utilises en

agricultures peuvent réduire I’abondance des mauvaises herbes et insectes qui sont une source
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importante de nourriture pour de nombreuses especes animales ce qui peut altéres la chaine

alimentaire. (Elkhansa, 2016)

Pesticide

co Y, B . RUISSELLEMENT
L T ] - 2o EASABSOR te, EROSION

Figure 02 : impact des pesticides sur I’écosysteme (Dorothée, 2011)

1.6. Effets des pesticides sur la sante

La contamination de ’homme par pesticides peut se faire par différents voies, il peut les
absorber via les aliments et 1’eau ou par contacte avec la peau ou encore par inhalation,
Certains produits qui présente une toxicité aigue importants peuvent étre ¢limines facilement

par ’organisme (Nahida, 2012).

Ce pendant, 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 transformes a la fois en différents 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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2. Les diamides anthraniliques

2.1. Généralité

Les diamides anthraniliques constituent une classe exceptionnellement active de
produits chimiques de lutte contre les insectes, (Selby, 2013) ils ont été classés en tant que
nouveau groupe (28: modulateurs des récepteurs de la ryanodine) par le Comité d'action

contre la résistance aux insecticides (Jeanguenat, 2012).

Les diamides anthraniliques ont un mode d’action unique qui implique ’activation des
récepteurs a la ryanodine (RyR), en libérant le calcium stocké dans le réticulum sarco-
endoplasmique, ce qui entraine une régulation altérée de la contraction musculaire (Tiwari et

al., 2013; Cordova et al., 2006).

Le Cyantraniliprole, le chlorantraniliprole et le flubendiamide, les trois premiers
insecticides développés dans cette classe, démontrent une activit¢ a large spectre
exceptionnelle sur les Iépidopteres. Le flubendiamide est un diamide phtalique, alors que le
chlorantraniliprole et le Cyantraniliprole appartiennent a la classe structurale anthranilique du
diamide. Bien que structurellement distinctes, les deux classes de composés présentent des

propriétés insecticides via l'activation des récepteurs de la ryanodine (Hua, 2014).

i !
HN HMN
Dqsi: 0 O
Q e cl NH Br NC NH Br
k- §=\ i X aal
HM N\ t:FF o n-N a n-M
0 0 N=N NN
3 % 4
Flubendiamide Chlorantraniliprole Cyantraniliprole

Figure 03 : Structures des diamides (Hua, 2014)
2.2. Exemple sur les Cyantraniliprole : I’Exirel

Le Cyantraniliprole (Exirel) est un insecticide anthranilique de diamide de deuxiéme

génération découvert par DuPont Crop Protection (Tiwari, 2013).

]
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Il possede une activité systémique sur les racines avec certains mouvements
translaminaires et il est efficace contre les stades larvaires des insectes 1épidoptéres et aussi

sur les thrips, les pucerons et certains autres insectes macheurs et suceurs (Jacobson, 2013).
2.2.1. Propriétés

Le cyantraniliprole (Exirel) est caractérise par les paramétres physicochimique suivante :

Tableau 02 : Propriétés physiques et chimiques de la cyantraniliprole (Exirel)

(ARLA, 2013)
N;zcl:ilsze Cyantraniliprole
Utilité Insecticide
Nom 3-bromo-1-(3-chloro-2-pyridyl)-4'-cyano-2'-methyl-6’-
chimique (methylcarbamoyl) pyrazole-5-carboxanilide
| Br
HN___O
Structure i Yﬂ\/\gn
chimique N e
o -
gl(ifnl?(;llllz C19Hy4BrCINGO,
Masse 473,7 g/mol
moléculaire 18
Etat -
physique Liquide
Couleur Blanc cassé
Odeur Faible odeur de composé phényle
DL50 > 5000 mg/kg chez le rat

)
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2.2.2. Toxicocinétique de la Cyantraniliprole

Selon une expérience menée sur les animaux de recherche l'absorption du
Cyantraniliprole aprés une administration orale était modérément élevée, de 62,6 a 80,4%

pour une dose faible et de (31,4 a 40%) pour une forte dose.

Le Cyantraniliprole absorbé ¢était largement distribué dans le corps et ¢éliminé

rapidement. Cependant Il restait de trés faibles concentrations dans les tissus.

Le métabolisme du Cyantraniliprole était important et consistait-en des processus

d'hydroxylation, de N-désalkylation, d'oxydation et de conjugaison.

L'¢limination du Cyantraniliprole était approximativement équivalente par les urines et
les féces d’ordre de (33 % a 42 %). en général. L’¢élimination par 1’excrétion biliaire a
représenté 10 % a 37 % selon la dose en revanche I’excrétion par la respiration a été

négligeable (APVMA, 2013).
2.2.3. Toxicité du Cyantraniliprole

Selon I’EPA D’administration de Cyantraniliprole chez les mammiféres entraine des
modifications a la fois indésirables et adaptatives du foie, de la glande thyroide et du cortex
surrénalien. Avec l'administration répétée de doses, on observe des augmentations légeres a
modérées du poids du foie chez plusieurs espéces (rats, souris et chiens), de plus le
Cyantraniliprole agit sur la thyroide en raison de l'augmentation du métabolisme des

hormones thyroidiennes par le foie.

Le Cyantraniliprole est classé non susceptible d'étre cancérogéne pour I'homme et ne

posséde aucun effet toxique sur la reproduction et le systéme immunitaire (EPA, 2018).

Le Cyantraniliprole est toxique pour les arthropodes utiles, les organismes aquatiques et
les abeilles, En effet Comme il s'agit d'un insecticide systémique il peut atteindre le pollen et

le nectar et aussi se transforme rapidement dans le sol et I'eau (ARLA, 2013).

)
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1. Le stress oxydant

1.1. Définition

Le stress oxydant est un syndrome résultant d'un déséquilibre entre les systeémes de

défense antioxydants et la production de radicaux libres oxygénés (Favier, 1997).

Ce déséquilibre entre les systemes de défense et de production des radicaux libres

entraine des lésions biochimiques au niveau des cellules de I’organisme du fait de leurs

conséquences sur le plan moléculaire, telles que les altérations au niveau des protéines,

I’apparition de cassures au niveau de ’ADN, ou des atteintes de 1’intégrité de la membrane

cellulaire par I’induction de la peroxydation lipidique (Gueye, 2007).
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Figure 04 : La balance d’équilibre entre les systémes pro et antioxydants. (Favier, 2006)

1.2. Les conséquences du stress oxydant

Les ROS deviennent néfastes et toxiques pour 1’organisme a des doses excessives. Cette

surproduction au-dela des capacités antioxydantes des systémes biologiques donne lieu au

stress oxydant qui est impliqué dans D’apparition de plusieurs maladies allant de

I’artériosclérose au cancer tout en passant par les maladies inflammatoires, les ischémies et le

processus du vieillissement. Ces ROS attaquent principalement les lipides membranaires,

mais aussi les protéines et les acides nucléiques (Younes et al., 2015).
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La production excessive de radicaux libres provoque des lésions directes de molécules
biologiques (oxydation de 'ADN, des protéines, des lipides, des glucides), mais aussi des
Iésions secondaires dues au caractére cytotoxique et mutagéne des métabolites libérés
notamment lors de 1'oxydation des lipides. L'organisme peut aussi réagir contre ces composés
anormaux par production d'anticorps, qui malheureusement peuvent aussi étre des auto-

anticorps créant une troisiéme vague d'attaque chimique (Favier, 2003).

1.2.1. L’oxydation de ’ADN
L’ADN est une cible privilégiée pour les ROS. La guanine, par exemple, peut réagir
avec *OH pour former la 8-hydroxy-2’-déoxyguanosine (8-OH-dG) qui, au lieu de s’apparier
avec la cytosine, s’associera avec 1’adénine, entrainant des mutations au sein de I’ADN et
conduisant a des altérations du message génétique impliquées dans le déclenchement du

cancer et le vieillissement (Haleng et al., 2007).

Mais le stress oxydant peut aussi attaquer la liaison entre la base et le désoxyribose,
créant un site abasique, ou attaquer le sucre lui-méme, créant une coupure de chaine simple

brin (Favier, 2003).
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Figure 05: Lésions de I’ADN formées par attaque radicalaire du patrimoine génétique des

cellules (Favier, 2003).




Partie bibliographique

1.2.2. L’oxydation des protéines

Les protéines sont la cible des ROS, en particulier certains acides aminés comme la
cystéine, la méthionine et la tyrosine. Cette oxydation peut conduire a une toxicité cellulaire

(Barouki, 2006).

En effet les radicaux libres produits au cours du stress oxydant peuvent modifier la
chaine polypeptidique et générer des protéines carbonylées. Ce mécanisme est initi¢é par

I’arrachement d’un atome d’hydrogéne sur le carbone de la liaison peptidique.

Les protéines carbonylées peuvent aussi étre formées par oxydation de la chaine
latérale de plusieurs acides aminés comme la lysine, 1’arginine et la proline et par la formation
d’adduit de Michael entre des résidus nucléophiles et des aldéhydes insaturés (Therond,

20006).

La plupart des dommages sont irréparables et peuvent entrainer des modifications
fonctionnelles importantes comme une 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 (Haleng et

al., 2007).
1.2.3. La peroxydation lipidique

C’est I’ensemble des phénomenes d’oxydation non enzymatique non spécifiques des
lipides. Ce mécanismes cible les constituants membranaires, principalement les acides gras
polyinsaturés (-CH=CH-CH2-CH=CH-), les lipides circulants (lipoprotéines), et le

cholestérol non estérifié (libre)

La peroxydation lipidique se déroule en trois étapes : I’initiation, la propagation et la

terminaison.

Le radical libre initiateur de la réaction, par transfert d’un atome d’hydrogéne du
groupement méthyléne séparant deux doubles liaisons de I’acide gras polyinsaturé créé un site

radicalaire selon la réaction suivante :

RL+LH — L°'+RH

-
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Subit une série de réaction, dont la premicre avec 1’oxygene qui aboutit a la formation

d’un radical peroxyde LO2 selon la réaction suivante :
L. + Oz - LOO.

LOO® Peut soit réagir sur une molécule lipidique formant un LOOH (hydroperoxyde) et

nouveau site radicalaire selon la réaction suivante :
LOO®*+ LH — LOOH+L*

Ou bien former un endoxyde qui par scission homolytique de la liaison dioxygene et par
réarrangement ¢électronique génére la malonaldéhyde et un nouveau site radicalaire, il se peut
aussi qu’il réagisse avec un autre RL assurant ainsi la terminaison de la chaine selon les

réactions suivantes :
LOO"+LO0O" — LOOL +02
LOO"+L"— LOOL

L’hydroxyperoxyde donne par rupture spontanée LO® et OH® (Bensakhria, 2018).

| Reactive oxygen species ‘

L
Lipids Proteins RNA/DNA
W ¥ L 2
Membrane e, - Protein
ermenhility Erpraportas. . € synthesis
L ' Receptors y

Figure 06 : Les cibles du stress oxydatif (Bosoi, 2012).
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2. Les défenses antioxydantes

Un antioxydant est une substance qui, lorsqu'elle est présente a de faibles concentrations
comparées a celles d'un substrat oxydable, retarde ou empéche 'oxydation de ce substrat.

(Halliwell, 1996).

Selon Valko et al. (2006), Un bon antioxydant devrait :

e Agir particuliérement sur les radicaux libres

e Chélater les métaux de transition

e Agir a une concentration physiologique a un niveau pertinent

e Interagir avec d’autres antioxydants pour se régénérer et restaurer leur
fonction d'origine

2.1.Systéme antioxydants enzymatique

2.1.1. superoxydes dismutase (SOD)

Le superoxyde dismutase (SOD) est une enzyme qui détoxifie 1'anion superoxyde O,e-

en le convertissant en peroxyde d'hydrogene et en oxygene.

20, RH'___ L H,0,+0,

Il y a trois classes de SOD, avec différents genes, des structures protéiques uniques et
des localisations subcellulaires distinctes. CuZnSOD (SOD1) est une enzyme cytosolique,

MnSOD (SOD2) est mitochondriale et la CuZnSOD extracellulaire (SOD3) (Messner, 2012).
2.1.2. Catalase (CAT)

La catalase est une protéine hémique tétramere qui détoxifie le H,O, en oxygene et en
eau. Il s’agit d’une enzyme métalloprotéine oxydoréductase qui €élimine efficacement le H,O,

lorsqu’il est présent a des concentrations élevées (Thimraj, 2018).
2H, 0, — 5 0, +2H,0

Au sein des cellules la catalases est principalement située dans des peroxysomes et des

mitochondries sous forme soluble et liée a la membrane (Djordjevié, 2004).

=
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Cette enzyme est particuliecrement concentrée dans le foie et les Erythrocytes, alors
qu’elle est trouvée en faible quantité dans les muscles Stries squelettiques, le cceur et le

cerveau (Tessier, 1995).
2.1.3. glutathion peroxydase (GPx)

La glutathion peroxydase (GPx) est une enzyme antioxydante contenant du sélénium
qui réduit efficacement le H,O, et les peroxydes lipidiques en eau et en alcools lipidiques,

respectivement, et oxyde le glutathion en disulfure de glutathion.

Le glutathion oxydé sera régénéré grace a I’intervention de la glutathion réductase qui

agit par oxydation du NADPH, H' formé principalement par la voie des pentoses phosphates.
Quatre isoformes de la GPx ont été identifiées et caractérisées:

v' La GPx-1 (la GPx cellulaire) est omniprésente et réduit le H,O, et les peroxydes
d’acides gras,

v la GPx-4 (liée a la membrane) intervient dans la réduction des lipides estérifiés.

v" GPx2 (GPx gastro-intestinal) est localisé dans les cellules épithéliales gastro-
intestinales.

v' GPx-3 (GPx extracellulaire) est le seul membre de la famille GPx qui existe dans le
compartiment extracellulaire (Tabet, 2007).

2.1.4. Glutathion S-transférase (GST)

La glutathion S-transférase représente un groupe majeur d'enzymes de détoxification.
Les isoenzymes de la GST sont omniprésentes dans la nature et se retrouvent dans des
organismes aussi divers que les microbes, les insectes, les plantes, les poissons, les oiseaux et

les mammifeéres

Les transférases ont présenté diverses activités et participent a plusieurs types de
réactions. La plupart de ces enzymes peuvent catalyser la conjugaison du glutathion réduit
(GSH) avec des composés contenant un centre électrophile par la formation d'une liaison
thioéther entre I'atome de soufre du GSH et le substrat. En plus des réactions de conjugaison,
un certain nombre d'isoenzymes de la GST présentent d'autres activités catalytiques
dépendantes du GSH, notamment la réduction d'’hydroperoxydes organiques et isomérisation

de divers composés insaturés (Dzoyem, 2014).

&
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2.2. Systéme antioxydants non enzymatiques

2.2.1. vitamine E

La vitamine E est une vitamine liposoluble dotée d’importantes propriétés
antioxydantes, offrant une protection contre le stress oxydatif et inhibant la peroxydation des
acides gras des phospholipides membranaires. La vitamine E fait référence a une famille de
tocophérols et de tocorétinols, dont I'a-tocophérol est la forme biologique la plus abondante et
la plus active de la vitamine E dans l'alimentation humaine (Dhawan, 2014) que 1'on trouve
notamment dans les asperges, les avocats, les noix, les olives et les huiles végétale (Scully,

2014).
2.2.2. vitamine C

La vitamine C est, avant tout, un excellent piégeur des ROS (HOe< ou O,°-). Elle
inhibe également la peroxydation lipidique en régénérant la vitamine E a partir de la forme
radicalaire issue de sa réaction avec des radicaux lipidiques. Ses fonctions sont nombreuses :
contribution au bon fonctionnement du systéme immunitaire, implication dans la synthése du
collagéne et des globules rouges ainsi que dans les mécanismes de métabolisation du fer (

Haleng, 2007).
2.2.3. Glutathion (GSH)

Le glutathion (y-glutatamylcysteinylglycine, GSH), un tripeptide, agit en tant
qu'antioxydant en piégeant directement les radicaux libres par le don d'un atome d'hydrogéne

(Fanucchi, 2014).

Outre la neutralisation des radicaux libres, Le glutathion régénére des antioxydants
importants tels que les vitamines C et E, et maintient I’état rédox des groupes de protéines
sulthydryles essentiels a I’ADN, le glutathion est également suggéré pour chélater les métaux

de transition, réduisant ainsi leur capacité toxique (Drisko, 2018).
2.2.4. coenzyme Q10

La coenzyme Q10 (2,3-diméthoxy-5-méthyl-6-décaprényl benzoquinone) est une

quinone naturelle liposoluble, également appelée ubiquinone (Dasgupta, 2014).

Elle fait partie de la chaine des molécules de transport d'électrons dans Ia

mitochondrie et est nécessaire a la production d'énergie. Son role dans l'acceptation et le

=
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transfert d'électrons dans la mitochondrie le rend également parfaitement apte a agir en tant
qu'antioxydant, en particulier dans l'environnement mitochondrial, ou se produisent de

nombreuses réactions biochimiques a haute énergie (Mendelson, 2008).
2.2.5. Les oligo-éléments

Le cuivre (Cu), le zinc(Zn), le manganese(Mn), le sélénium (Se), et le fer(Fe) sont des
cofacteurs enzymatiques impliqués dans toutes les grandes voies métaboliques, notamment

dans la protection contre les especes radicalaires.
2.2.5.1 Le sélénium (Se)

Le sélénium (Se) est un minéral d'importance capitale pour la santé humaine. Il fait
partie des sélénoprotéines, dont beaucoup sont li€s a la régulation des processus de réduction-

oxydation et sont efficaces en tant qu'antioxydants (Negro, 2008).
2.2.5.2. Le zinc

Le zinc est un oligo-¢élément qui joue un role important dans le maintien de processus
physiologiques normaux, tels que le métabolisme, la transduction de signaux, la croissance
cellulaire et la différenciation. Le zinc participe a ces fonctions cellulaires par la coordination
avec les protéines de zinc, régulant ainsi les fonctions protéiques. Le zinc sert de cofacteur

catalytique pour des centaines d'enzymes (Zhong, 2016).

2.2.5.3. Le cuivre
A concentration physiologique, le cuivre est le cofacteur d’enzymes comme la SOD.
Cependant, en tant que métal de transition, il joue un réle important dans le déclenchement
des réactions de production des ROS (réactions de Fenton), et peut lorsque sa concentration

est élevée devenir pro-oxydant ( Haleng, 2007).

3. 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...
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En effet les relations entre stress oxydant et cancer s’averent tres étroites ; les radicaux
libres intervenant dans 1’activation des pro-carcinogeénes en carcinogeénes, créant les 1ésions de
I’ADN, amplifiant les signaux de prolifération et inhibant les antioncogénes comme la

protéine p53 (Favier, 2006).

Tableau 03: Relations entre les maladies et le stress oxydant (Favier, 2006).

Maladies dues

Maladies ou le stress

Maladies ou le stress

Maladies entrainant

a une production oxydant oxydant un stress oxydant
insuffisante est la cause primordiale fait partie secondaire
de radicaux libres des facteurs
déclencheurs
» Agranulomatose | ¢ Cancers * Maladie * Diabéte

septique
* Psoriasis

e Autoimmunité
 Cataracte

* Dégénérescence
maculaire

* Sclérose latérale
amyotrophique
 Photo-veillissement
cutané

* Photosensibilisation
e Irradiation

* Intoxications : CCl
4, Cd, Fe, alcool,

* Hémochromatose

d’Alzheimer

o Stérilités
masculines

» Maladies virales :
EBV, HVB

* Rhumatismes

e Athérome

* Asthme

* Insuffisance
respiratoire

* Insuffisance rénale

* Mucoviscidose

* Sida

* Choc septique

* Infarctus du myocarde
[schémies/reperfusion
* Parkinson

* Briilures

* Thalassémie

* Greffes d’organes
Traitements :

* Anticancéreux

* PUVA thérapie

* Oxygene hyperbare

-
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Matériel et méthodes

1. Matériel
1.1. Matériel biologique

Dans notre étude, nous avons utilisé 30 rats blancs males Rattus rattus de la souche
Wistar, provenant de l’institut Pasteur (Centre d’¢levages ElKouba, Alger), agés de six
semaines et ayant un poids corporel entre 190 et 260 g. Ce sont des mammiferes de 1’ordre
des rongeurs, largement utilisés dans divers domaines de recherche. Ces rats ont été soumis a
une période d’adaptation de 60 jours environ, aux conditions de I’animalerie, a une

température voisine de 25°C et une photopériode naturelle.

Figue 07 : Rat Rattus rattus de la souche wistar

Les rats sont ¢élevés dans des cages en polyéthyléne qui sont tapissées d’une liticre
constituée de copeaux de bois. Les cages ont été nettoyées et la litiere changée

quotidiennement jusqu’a la fin de I’expérimentation.
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Figure 08 : Conditions d'¢levage des rats Rattus rattus




Matériel et méthodes

1.2. Matériel chimique

Dans ce travail, nous avons utilis¢ un insecticide qui appartient a la famille des
cyantraniliprole « Exirel » sous forme de poudre et qui a été diluer avec 1'eau dans le but de

préparer quatre doses différentes.
2. Méthode
2.1. Traitement des rats
Les rats males ont été repartis en 5 groupes de 6 rats chacun, il s’agit de :
Lots T : rats témoins ont recu une eau distillée par gavage pendent 90 jours.
Lots A : rats traités par ’Exirel en raison de 0.025mg/kg/j par voie orale.
Lots B : rats traités par I’Exirel en raison de 0.050mg/kg/j par voie orale.
Lots C : rats traités par I’Exirel en raison de 0.075mg/kg/j par voie orale.
Lots D : rats traités par I’Exirel en raison de 0.1mg/kg/j par voie orale.
2.2. Sacrifice et prélévement d’organes

Apres 90 jours de traitement les rats ont été sacrifiés, le foie a été rapidement prélevé
apres la dissection et rincé dans une solution de chlorure de sodium (NaCl) a 0,9 % puis

pesées et conservées a température (-20°C), pour les dosages des différents parameétres.

Figure 09: Sacrifice et prélévement du foie

20



Matériel et méthodes

*J

Adaptation
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trai EXIREL en en raison de EXIREL en
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- Protéines

Figure 10: Schéma récapitulatif du protocole expérimental
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3. Méthode de dosage
3.1. Paramétres métaboliques
3.1.1. Dosages des lipides

Les lipides sont dosées selon la méthode Goldsworthy et al,(1972) et I’extraction est
selon Shibko et al,(1967) ont pese 0.5 g de foie qui sera découpé et macéré dans 5 ml de
I’acide trichloracétique acide TCA (20%) apres le broyage et la filtration, une premiére
centrifugation a 5000t/min est effectuée pendant 10 min puis on verse le surnageant et on
garde dans le méme tube le culot, on ajoute par la suite a ce dernier 1 ml du mélange
Ether/Chloroforme (1/1), et aprés une seconde centrifugation (5000 t/min pendant 10 min) on
obtient le surnageant contenant les lipides et le culot contenant les protéines, on préleve 100
ul du surnageant auquel on ajoute 1ml de 1’acide sulfurique et en met apres agitation les tubes

dans un bain marie a 100 °C pendant 10 min.

Apres refroidissement, on préléve encore une fois a 1’aide d’une micropipette 200 pl de
I’extrait auquel on ajoute 2.5 ml du mélange sulfophospho-vanillinique a 85 % le tout est
laissé pendant 30 minutes a I’obscurité, ensuite on proceéde a la lecture a une longueur d’onde

530 nm.

Le calcul des concentrations réelles se fait a partir d’équation déduite de la gamme

d’étalonnage réalisée a partir d’une solution mere préparée en utilisant de 1’huile de tournesol.
3.1.2. Dosage 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 récupere le culot issu de la deuxiéme centrifugation auquel on a
ajouté¢ 1ml du NaOH (0.1 N) et on agite énergétiquement pour la dissolution des protéines.
Apres, on préleve un volume de 100 pl auquel on ajoute 4 ml du réactif BBC (Bleu Brillant de
Coumassie) Ainsi une couleur bleue se développe et on passe directement les échantillons
pour lecture a une longueur d’onde 595 nm. 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.

=
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3.2. Paramétres du stress oxydative
3.2.1. Dosage du MDA

Le dosage du MDA est réalisé selon la méthode d’Esterbauer et al, (1992). Le principe
de cette méthode est basé sur la condensation de MDA en milieu acide et a chaud avec ’acide
thiobarbiturique, pour former un pigment rose. La lecture de la densité optique des

¢chantillons est mesurée par spectrophotométrie a 530 nm.

On préleve 375ul de surnageant, auquel on ajoute un volume de 150ul de la solution
TBS (tris 50mM, NaCl (150mM ; pH7.4)) et 375ul de la solution TCA-BHT (TCA 20%,
BHT 1%), le mélange est Vortexé et centrifugé a 1000t/min pendant 10min.

On préleve Un volume de 400ul du surnageant auquel on ajoute 80ul du HCL 0.6M et
320ul de la solution tris-TBA (tris 26mM, TBA120mM). En fin, le mélange est vortexé et

ensuite incubé au bain marie a 80°C pendant 10minutes.
La concentration de MDA est calculée selon la loi de Beer-Lambert (DO =E.C.L) :

DO0.10°
eL.X.Fd

[C](nmol/mg protéine)=

v' C: Concentration en nmol/mg de proteins.

v" DO: Densité optique lue a 530nm.

v' E: Coefficient d’extinction molaire du MDA =1.5610°M~tcm™1.
v L: Longueur du trajet optique= 0.779 cm.

v X: Concentration de I’extrait en protéines (mg/ml).

v Fd: Facteur de dilution: Fd = 0.2083.

3.2.2. Dosage du glutathion (GSH)

Le dosage du glutathion est réalisé selon la méthode de Weckberker et Cory (1988).
Le principe de cette méthode repose sur la mesure de 1’absorbance de 1’acide 2-nitro-5-
mercapturique. Ce dernier résulte de la réduction de 1’acideS, 5°-dithio-bis-2-nitrobenzoique
par les groupements (-SH) du glutathion. Une fois préparé I'’homogénat doit subir une
déprotéinisation (par ’acide sulfosalycilique 0.25%) afin de protéger les groupements-SH du
glutathion. On préléve 200mg de tissus au quelle on ajoute 8 ml de solution d’EDTA (Acide

Ethyléne Diamine Tétra Acétique) a 0.2M. Le mélange mis dans des glacons est broyé a

=
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I’aide d’un pilon en porcelaine. L’homogénat obtenu est ensuite déprotéinis€ en prenant
0.8ml de ce dernier auquel on ajoute 0.2ml d’une solution d’acide sulfosalycilique (SSA) a
0.25%, Le mélange est vortex et laiss¢é pendant 15min dans un bain de glace, ensuite
centrifugé pendant Smin a 1000t/min. on préléve 0.5ml de surnagent auquel on ajoute 1ml de
tampon tris-HCL+EDTA (0.02M), pH 9.6. Puis on ajouté 0.025ml de 1’acide 5,5 -dithio-bis-
2-nitrobenzoique (DTNB) a 0.01M dissous dans le méthanol absolu. Le mélange est laissé

pendant Smin a température ambiante et I’absorbance est mesurée a 412nm.

La concentration du glutathion est obtenue par la formule suivante :

DO x 1 x 1.525
13100 x 0.8 x 0.5

GSH
GSH Mm—g GSH/mgdes proteines

v" DO: Densité optique.

v 1: Volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation (0.8ml homogénat +
0.2 ml de I’acide salicylique).

v 1.525: Volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du
surnageant (0.5 ml surnageant+1 ml Tris + 0.025 ml DTNB).

v" 13100: Coefficient d’absorbance du groupement —SH a 412 nm.

<

0.8: Volume de I’homogénat aprés déprotéinisation trouvé dans 1 ml.

v 0.5: Volume du surnageant trouvé dans un 1.525 ml.
3.2.3. Dosage de glutathion peroxydase (GPx)

L’activité enzymatique de la GPx est mesurée par la méthode de Flohe et Gunzler
(1984).Cette méthode est basée sur la réduction de peroxyde d’hydrogeéne (H,O,) en présence
de glutathion réduit (GSH), ce dernier est transformé en (GSSG) sous I’influence de la GSH-
Px. Un volume de 0.2ml de cytosol/matrice est récupéré dans un tube contenant 0.4ml de
GSH 0.ImM et 0.2ml de tampon phosphate 0.067M, pH 7.8. Le mélange est incubé au bain
Marie a 25°C pendant 05min, 0.2ml d’H,0O, (1.3mM) est ajouté pour initier la réaction. Apres
10min 1ml de TCA 1% (acide tri chloro-acétique) est rajouté dans le but d’arréter la réaction
et le mélange est mis dans la glace pendant 30min et centrifugé durant 10min a 3000t/mn.Un
volume de 0.48 ml de surnageant est placé dans une cuve auquel on ajoute 2.2ml de
Na2HPO4 0.32M avec 0.32ml de DNTB 1mM. Ce mélange formé un composé coloré et sa

densité optique est mesurée a 412nm.
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La détermination de 1’activité enzymatique de la GSH-Px se fait a ’aide de la formule

suivante:

(DOe - DOb).0,04
DOb

GPx(umol. mg de protéine) =

v DO: échantillon: Densité optique de 1’échantillon.
v DO étalon: Densité optique de 1’étalon.
v 0.04: Concentration de substrat (GSH).

3.2.4. Dosage du glutathion S-Transférase (GST)

La mesure de I’activité de glutathion S-Transférase (GST) est déterminée selon la
méthode de Habig ef al. (1974), Elle est basée sur la réaction de conjugaison entre la GST et
un substrat, le CDNB (1-Chloro2, 4-dinitrobenzéne) en d’un cofacteur le glutathion (GST), la
conjugaison entraine la formation d’une nouvelle molécule; 1-S-Glutathionyle 2-4Di
nitrobenzéne permettant de mesurer ’activit¢ de GST. La valeur de la densité¢ optique
mesurée est directement proportionnelle a la quantit¢ de conjugué formé elle-méme li¢e a

I’intensité de 1’activité GST.

Les échantillons sont homogénéisés dans 1ml de tampon phosphate (0.1M, pH6),
I’homogénat est centrifugé a 14000 t/min pendant 30 min et le surnageant récupéré servira
comme source d’enzymes. Le dosage consiste a faire réagir 200ul du surnageant avec 1.2ml
du mélange CDNB (1mM), GSH (5mM) [20.26mg CDNB, 153.65mg GSH, Iml éthanol,
100ml tampon phosphate (0.1M, PH 6)]. La lecture des absorbances est effectuée pendant une
minute et chaque 15sec a une longueur d’onde de 340 nm contre un blanc contenant 200 pl

d’eau distillée remplagant la quantité de surnageant.

La concentration de la GST est obtenue par la formule suivante:

(DOéchant/min — DOblanc/min)
9.6 X mg de protéine

GST(nmol GST/min/mg protéine) =

X
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v ADO échantillon-ADO blanc: moyenne des DO des échantillons par minute —

moyenne des DO des Blancs par minute.
v g: Coefficient d’extinction moléculaire du C-DNB, ¢C-DNB=9.6 mM.cm’

v L: Trajet optique de la cuve =lcm.

4. Traitements statistiques

Les résultants obtenus sont représentés sous forme (moyenne + écartype), et pour mieux
visualiser nos résultants la représentation graphique choisie est celle des histogrammes en

utilisant Microsoft office Excel 2007.

Nous avons déterminé les paramétres statistiques pour chaque lot expérimental a 1’aide de
logiciel MINITAB (version 18.1), les Donnes ont été analysées par 1’analyse de la variance
avec un taux de signification de a< 0.05 et compares par rapport aux t€émoins par le test de

Dunette et de Tukey.

*
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Résultats

1. Effet de I'Exirel sur la variation du poids relatif

Les résultats obtenus suite a I’évaluation du PR montrent une augmentation non significative

(p>0.05) du poids relatif du foie pour les deux lots A et B par rapport au témoin et une

diminution non significative chez le lot C et D par rapport au témoin et aux autres lots.
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Figure 11 : Evolution du poids relatif du foie chez les rats témoins et traites

2. Effet de I'Exirel sur les paramétres biochimiques au niveau hépatique

2.1. Effet sur le taux des protéines

Les résultats présentés dans la fig 12 montrent que le taux des protéines hépatiques des lots
traités avec 1'Exirel a augmenté de fagon significative (p<0.05) pour le lot B ayant recu une
dose de 0.050mg/kg/jour par rapport au témoin,et de facon trés hautement significative

(p<0.001) pour le lots D qui a re¢u une dose de 0.01mg/kg/jourpar rapport au lot témoin et

aux autres lots traités.




Résultats

Tableau 04 : Variation du taux des protéines hépatiques des rats dans les différents lots

expérimentaux.
Lots Témoin Dose A Dose B Dose C Dose D
expérimental 0.025mg/kg/j | 0.050mg/kg/j | 0.075mg/kg/j | 0.01mg/kg/j
* %k %k
Protéines 0.558+0.009 | 0.560+0.008 0.573+0.010 0.593+0.010 | 0.623+0.010
(mg/g)

0,64 - .
0,62 -

0,6 - T

0,58 -

056 . | T

Proteine (mg/g)

0,54 -

0,52 T T T T

& %Q ‘QSQ ‘é&
& @Qo

%06\ A2 Q'\\'

?.\ N o

lots expérimentaux

Q
o

Figure 12 : Variation du taux des protéines hépatiques chez les rats témoins et traités apres 90

jours de traitement

2.2. Effet sur le taux des lipides

Nos résultats Fig 13 montrent une diminution du taux des lipidesavec une différence
hautement significative chez le lot B ayant recu la dose de 0.050 mg/kg/jour, et d’une facon
trés hautement significative (p < 0,001) chez le lot C et D ayant recu la dose de

0.075mg/kg/jour et 0.1mg/kg/jour par rapport au lot témoin et aux autres lots traités.
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Tableau 05: Variation du taux des lipides hépatiques chez les rats dans les différents lots

expérimentaux.
Lots Témoin Dose A Dose B Dose C Dose D
expérimental 0.025mg/kg/j 0.050mg/kg/j | 0.075mg/kg/] 0.01mg/kg/
k% %k %k %k %k %k 3k
Lipides (ug/g) | 453.891+1.301 | 451.951+1.375 | 451.422+1.216 | 448.320%1.215 | 447.322+1.215

Lipide (ug/g)

458 -
456 -
454 - I
452 -
450 -
448 -
446 -
444 -

* %

* % %

n=6

p=0.00

* % %

442

lots expérimentaux

Figure 13 :Variation de la teneur hépatique en lipide chez les rats témoins et traités apres 90

jours

3. Effet de I'Exirel sur les biomarqueurs du stress au niveau du foie

3.1.Effet sur le taux de malondialdéhyde (MDA)

D’apres les résultats présenté dans la fig 14 on observe une augmentation du taux de MDA

avec une différence trés hautement significatif (p<0.001) chez les rats traite par I’Exirel par

rapport au lot témoin, L’augmentation la plus accentuée est enregistrée chez les rats ayant

recu la dose D de 0.1mg/ kg/ jours.
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Tableau 06: Taux de MDA hépatique des rats dans les différents lots expérimentaux

Lots
expérimental

Témoin

0.025mg/kg/j

Dose A Dose B

0.050mg/kg/j

Dose C
0.075mg/kg/j

Dose D
0.01mg/kg/j

MDA
(nmol/mg
de proteine)

0.661+0.000032

0.728+0.013

0.778+0.013

0.813+0.0.14

sksksk

0.888+0.013

MDA (nmol /mg de protéine)

0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -

* k%

lots expérimentaux

n=6
p=0,00

Figure 14: Variation du malondialdéhyde (nmol/mg de prot) dans le foie chez les rats

3.2.Effet sur le taux de GSH

témoins et traités apres 90 jours de traitement

D’apres les résultats présentés dans la fig 150n observe une diminution de la teneur hépatique

en glutathion avec une différence trés hautement significative (p<0.001) chez les lots traités

par I’Exirel par rapport au lot t¢émoin, la diminution la plus accentuée est enregistrée chez les

rats ayant regu la dose D de 0.1mg/ kg/ jours.
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Tableau 07: Variation du taux de GSH hépatique des rats dans les différents lots

expérimentaux.
Lots Témoin Dose A Dose B Dose C Dose D
expérimental 0.025mg/kg/j | 0.050mg/kg/j | 0.075mg/kg/j 0.01mg/kg/j
GSH %k %k
(nmol/mg de 180.956+1.516 165.04+4.16 | 141.683+1.160 | 131.683+1.160 | 121.683+1.160
proteine)

GSH ( nmol/mg de protéine)

200
180
160
140
120
100
80
60
40
20

n=6
p=0.00

* % %

lots expérimentaux

Figure 15 : Variation du taux de GSH hépatique (nmol/mg de protéine) chez les rats t€émoins

et traités apres 90 jours de traitement

3.3. Effet sur la GPx

D’apres les résultats présenté dans la fig 16 I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase

(GPx) hépatique a diminuer chez les lots traités avec une différence trés hautement

significative (p<0.001) par rapport au lot témoin.

&
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Tableau 08: Variation d’activité enzymatique de GPx hépatique des rats dans les différents

lots expérimentaux

Lots Témoin Dose A Dose B Dose C Dose D
expérimental 0.025mg/kg/j 0.050mg/kg/j | 0.075mg/kg/j 0.01mg/kg/j
GPx (p,mol/ %ok ok %ok ok %ok ok %ok ok
mg de 0.893+0.014 0.838+0.012 0.838+0.012 0.841+0.013 0.845+0.013
protéine)
0,9 -
0,89 - n=6
T o8 - p=0.00
P
o 0,87 -
Q * %k
o 0,86 - v e *Hk
% 0,85 -
E 7]
g 0,84 -
3 0,83 -
E 0,82
o
0,81 T T T T
& N N N N
% & a0 >
Q N
O \ QY Q
™ * >
lots expérimentaux

Figure 16 : Variation de I’activité enzymatique de la GPx dans le foie chez les rats témoins et

traités apres 90 jours de traitement.

3.4. Effet sur le taux de GST

Une augmentation de ’activité enzymatique de la glutathion-S- transférase (GST) hépatique
chez le lot D ayant recu une dose de 0.1mg /kg /jour et chez le lot C ayant recu une dose de
0.075mg/kg/jour avec une différence trés hautement significative (p<0.001) par apport au

témoin et aux autres lots traités.
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Tableau 09: activité enzymatique de GST hépatique des rats dans les différents lots

expérimentaux.
Lots Témoin Dose A Dose B Dose C Dose D
expérimental 0.025mg/kg/j | 0.050mg/kg/j | 0.075mg/kg/j | 0.01mg/kg/j
GST %k ok %ok ok
(nmol/mn/mg 1.872+0.003 1.917+0.013 1.962+0.014 1.982+0.014 2.002+0.014
de protéine)
2,05 ~
* % %

" %k %

:GE) 2 T n=6

= T p=0.00

s 1,95 -

)

t e

W 19 -

£

>

o i

£ 1,85

c
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Figure 17 : Variation de I’activité enzymatique de la GST (nmol/mg de protéines) chez les

rats témoins et traités apres 90 jours de traitement.
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Discussion

Les pesticides sont considérés comme des facteurs de risque pour la santé, et les vecteurs pour
les maladies humaines ou animales, a partir de 1’augmentation de la production de radicaux
libres qui s'accumulent en outre dans la cellule, par l'altération des mécanismes de défense
antioxydante (Mouaadh, 2014).Plusieurs recherches effectuées sur des animaux d’expérience
en démontrer le réle important que joue le stress oxydant dans la toxicité de divers pesticides
(Possamai et al., 2007).Dans cette présente ¢tude nous avons évalué I’effet de 1’Exirel sur les

rats wistar au niveau hépatique.
1. Effet de I'Exirel sur la variation du poids relatif

Les résultats concernant le poids relatif entre les lots traités et le lot témoin n’ont montré
aucune différence significative, ces résultats vont dans le sens opposé que ceux des travaux de
ARLA (2013) qui ont constaté au bout de 90 jours une augmentation du poids relatif des rats
traités par I’Exirel accompagné d'une hypertrophie hépatocellulaire ; en plus des anomalies
microscopiques ont été observées au niveau hépatique (dégénérescence hépatocellulaire,

augmentation du tissu conjonctif fibreux, hyperplasie du conduit cholédoque...).

D’autre part une autre étude faite au niveau hématologique par le bindme Ramdani et
Rahabi (2019) ont constaté une augmentation trés hautement significative du TGO cela est

probablement dii a une nécrose cause par I’Exirel.
2. Effet de I'Exirel sur les paramétres biochimiques au niveau hépatique

L'intoxication par les pesticides peut perturber le fonctionnement normal des cellules,

entrainant des modifications des mécanismes biochimiques fondamentaux.

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

des agrégats qui s’accumulent dans les cellules et dans le compartiment extracellulaire.

Ce qui concerne le taux des lipides on a trouvé dans notre ¢tude qu'il y a une diminution
dans les lots traités par rapport au témoin, cette diminution s'accorde avec Bantu (2013) qui a
expliqué que la baisse de la teneur en lipides résulte de l'utilisation des lipides pour répondre a

la demande énergétique dans le stress due aux pesticides.
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3. Effet de I'Exirel sur les biomarqueurs du stress au niveau du foie

3.1. Effet sur le MDA

Le malondialdéhyde (MDA) est considéré comme un produit final typique de la
peroxydation lipidique d’acides gras polyinsaturés et un bon indicateur du stress oxydatif.

(Chen et al., 2017).

Notre étude montre une augmentation trés hautement significatif du taux de MDA, ces
taux ¢levés de MDA signent donc un stress oxydatif, portant notamment sur I’oxydation des
lipides (Delattre, 2005) ces résultats vont dans le sens opposés que ceux de Maero (2018) qui
ont trouvé une diminution statistiquement significative du niveau de MDA chez un modele

biologique différent (C. pomonella).
3.2. Effet sur le GSH

Le glutathion réduit (GSH) joue un role important dans la défense antioxydante (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).

Au cours de notre étude, nos résultats montrent une diminution de la teneur hépatique en
glutathion réduit(GSH) avec une différence trés hautement significative (p<0.001) cela est du

peut étre a sa dégradation au cours du stress oxydant causé par 'Exirel.
3.3. Effet sur la GPx

La glutathion peroxydase (GPx) est une enzyme cytosolique (Fanucchi, 2014). Elle
constitue la deuxiéme ligne de défense contre les hydroperoxydes (Engelking, 2015), en effet
La GPx catalyse la réduction du peroxyde d'hydrogene par le biais du GSH. Cette réaction est
importante pour ¢éliminer les faibles concentrations de peroxyde d'hydrogeéne susceptibles

d'endommager la cellule (Beutler, 1972).

D’apres nos résultats on observe une diminution trés hautement significative de 1’activité
enzymatique de GPx hépatique des rats traités, cette diminution s’accord avec
Cui(2017).Egalement une autre étude faite sur une variété de poisson (Labeo Rohita) exposés
au chlorantraniliprole (insecticide de la famille diamides anthraniliques) ont révélé une hausse

significative du GPx dans tous les tissus des poissons traités (Bantu, 2013).

&



Discussion

3.4. Effet sur la GST

La GST joue un role 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’aprés nos résultats on observe une augmentation trés hautement significative de
I’activité enzymatique de la GST hépatique ces résultats son en accord avec Lai (2011).cette
augmentation de ’activité de la GST est associes a la peroxydation lipidique qui est confirmer

par le taux éléve du MDA (Clasen, 2018).
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Conclusion et Perspectives

L'utilisation excessive des pesticides a provoque a long terme une altération des
ressources naturelles et un risque de dégradation de la qualité de I'environnement et un risque
pour la sante de I'nomme en effet les pesticides sont soupconnés dans l'apparition de certains

pathologies.
Notre projet d'étude vise a évaluer le potentiel toxique d'un nouvel insecticide : Exirel

Pour mener a terme notre projet de recherche, des paramétres biochimiques et certains
parametres du stress oxydant ont ét€¢ mesurés chez des rats témoins et traités par 1'Exirel

durant 3 mois, les résultats obtenus peuvent étre résumés dans les points suivant:

e [’étude du poids relatif n'a montré aucune différance significatif entre les rats traités
et les t¢émoins

e Une perturbation des paramétres biochimiques exprimée par une augmentation du
taux des protéines tandis que les lipides ont diminué chez les rats traités par I'Exirel

¢ Une modification du statut antioxydant avec une augmentation de la teneur hépatique

en MDA et une diminution du taux de la GSH et de I'activité de la GST et la GPx
Nos résultats permettent donc d'affirmer la toxicité de 1'Exirel au niveau hépatique.

En perspective il est nécessaire de développer ses recherches en prolongeant la durée
d'exposition afin de savoir si les perturbations pourraient aboutir a I'apparition des pathologies

et faire des études de génotoxicité pour la recherche de dommages sur I'ADN.
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Annexes

1. Courbe d’étalonnage pour dosage des protéines

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution mére de I’Albumine (ul) 0 20 40 60 80 100
Eau distillé (ul) 100 80 60 40 20 0
Réactif BBC (ml) 4 4 4 4 4 4

Graphique de la régression

C1 =-0,135857 + 0,0083971 C2

5 =10,128382 R-carré = 88,2 % R-carré(ajust) = 85,3 %

0.6 —

04 —

C1

0z —

0.0 —

90

100

Tableau/Figure (A). Réalisation de courbe d’étalonnage pour le dosage des protéines
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2. Courbe d’étalonnage pour dosage des lipides

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution mére de lipide (ul) 0 20 40 60 80 100
Solvant éther /chloroforme (pl) 100 80 60 40 20 0
Réactif SPV (ml) 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5

Graphique de la régression

C3=0,0282857 + 0,0019843 C2

S=0,0086407 R-caré=987% R-carré(ajust) =983 %

02 —

C3

01 —

00 —

0 10 20 30 40 50 60 70 80 a0 100

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



