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Résumé

Résumé

Nous nous intéressons dans cette étude en termes d'évaluation de la toxicité des pesticides
agricoles (Azoxytrobine) sur des rats males, type Wastar. Cette étude expérimentale, menée
en laboratoire sur 20 rats répartis en 4 lots constitués chacun de 5 rats. Le premier groupe
témoin a recu de I'eau distillée uniquement, tandis que les autres lots ont été traités avec une
trois doses du Pasticide (Azoxytrobine) pendant 28 jours par voie orale, puis on a etudié la
croissance, le poids et le poids relatif du cerveau apres sacrifice, puis déterminer le taux des
lipides et des glucides totaux dans le cerveau. Y compris les paramétres enzymatiques et les
effets indésirables du métabolisme. On a enregistré une diminution tres importante du taux de
lipides dans le cerveau, et une augmentation trés significative du taux de glucides cérébraux
par rapport au témoin, et une augmentation des taux de protéines. Pour les enzymes de la
détoxification vis-a-vis de la toxicité (Azoxytrobine) dans le cerveau on a effectué I'examen
des: GST, CAT, GSH. Ou on a enregisré une baisse dactivité du GSH et du CAT, et une

augmentation de la GST par rapport les rats témoins.

Nous avons effectué pour eux les analyses suivantes :Triglycerides , Cholestérol.

Mots clés : pesticides, toxicité, Azoxytroubine, Cholestérol, Triglycerides, GST, GSH, CAT



Abstract

Abstract

We are interested in this study in terms of evaluation of the toxicity of agricultural pesticides
(Azoxytrobin) on male rats, Wastar type. This experimental study, conducted in the laboratory
on 20 rats divided into 4 batches, each consisting of 5 rats. The first control group received
distilled water only, while the other batches were treated with three doses of the Pasticide
(Azoxytrobin) for 28 days orally, then growth, weight and relative weight were studied. Of
the brain after sacrifice, then determine the level of lipids and total carbohydrates in the brain.
Including enzyme parameters and adverse metabolic effects. There was a very significant
decrease in the level of lipids in the brain, and a very significant increase in the level of
cerebral carbohydrates compared to the control, and an increase in the protein levels. For the
enzymes of detoxification vis-a-vis the toxicity (Azoxytrobine) in the brain we carried out the
examination of: GST, CAT, GSH. Or there was a decrease in GSH and CAT activity, and an

increase in GST compared to control rats.

We performed the following analyzes for them : Triglycerides, Cholesterol.

Keywords: toxicity, pesticides, Azoxytroubine, Triglycerides, Cholesterol., GSH, GST, CAT.
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Introduction générale

Le code international de conduite pour la distribution et l'utilisation des pesticides (FAO,
1990) définit ainsi les pesticides: «toute substance ou association de substances qui est
destinée a repousser, détruire ou combattre les ravageurs, y compris les vecteurs de maladies
humaines ou animales, et les especes indésirables de plantes ou d'animaux causant des
dommages ou se montrant autrement nuisibles durant la production, la transformation, le
stockage, le transport ou la commercialisation des denrées alimentaires, des produits
agricoles, du bois et des produits ligneux, ou des aliments pour animaux, ou qui peut étre
administrée aux animaux pour combattre les insectes, les arachnides et les autres endo- ou
ecto-parasites. Le terme comprend les substances destinées a étre utilisées comme régulateurs
de croissance des plantes, comme défoliants, comme agent de dessication, comme agent
d'éclaircissage des fruits ou pour empécher la chute prématurée des fruits, ainsi que les
substances appliquées sur les cultures, soit avant, soit aprés la récolte, pour protéger les

produits contre la détérioration durant I'entreposage et le transport».

L'azoxystrobine est une fongicide systémique utilisée pour la protection des plantes et des
cultures contre les maladies fongiques nuisibles. L'azoxystrobine fait partie d'une classe de
produits chimiques connus sous le nom de B-méthoxyacrylates, qui sont dérivés de composes
naturels et sont principalement utilisés en milieu agricole. A I'heure actuelle, 1'azoxystrobine
est le seul fongicide capable d'offrir une protection contre les quatre principaux types de

champignons végétaux.

L'azoxystrobine a été découverte pour la premiére fois au milieu de recherches menées sur des
champignons fongiques que l'on trouve couramment dans les foréts d'Europe. Ces petits

champignons ont fasciné les scientifiques en raison de leur forte capacité a se défendre.

Malgré leurs immenses bienfaits, les pesticides ne sont pas sans inconvénients. Nombre de ces
produits chimiques sont toxiques a I'égard des organismes vivants et portent atteinte a certains
systemes biochimiques.Comme il y en a de semblables dans tous les organismes vivants, il
s'ensuit qu'un produit chimique qui tue une mouche risque aussi de tuer un chien. 1l faut donc,
non seulement dans I'¢laboration d'un produit chimique, mais aussi dans son emploi, tenir
compte du fait qu'il peut empoisonner un organisme auquel il n'est pas destiné.L'emploi
répandu et parfois malavisé des pesticides a entrainé l'apparition d'insectes, de maladies des

plantes, de mauvaises herbes et de rongeurs qui résistent a certains de ces produits. 1l faut
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donc en créer de nouveaux pour lutter contre ces ravageurs résistants. Or la mise au point d'un
pesticide colte de plus en plus cher (a I'heure actuelle de 15 a 20 millions de dollars par

produit pour une période de six a dix ans). Aussi en a-t-on créé moins depuis quelques années
(Academic Press, 1977).
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1. Historique générale des pesticides

L'histoire initiale des pesticides est bien documentée dans les pays en dehors de I'Afrique. Par
exemple, la premiére geénération de pesticides contenait des éléments métalliques naturels.
Ces métaux inorganiques comprenaient le plomb, le calcium, l'arsenic et le mercure. Ces
pesticides ont été principalement découverts et utilisés dans les pays européens et aux Etats-
Unis. Plus tard, ils se sont avérés moins efficaces pour le contr6le des insectes et ils étaient

trés toxiques pour les plantes et les animaux (Accessed: November 2, 2018).

Aucune donnée n'est disponible sur l'utilisation des pesticides de premiére génération en
Afrique. Les données disponibles sur l'utilisation des pesticides en Afrique concernent les
pesticides de deuxieme génération (organochlorés). Les pesticides de deuxieme génération
(synthétiques) étaient des organochloreés tels que le dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT).

Le DDT a été synthétiseé pour la premiere fois en 1874 par le jeune chimiste autrichien
Othmar Zeidler (en tant que doctorant), mais en 1939, l'action insecticide du DDT a été
découverte pour la premiere fois par le chimiste suisse Paul Hermann Mdller ( Harada T,et
al .2016).

Ces organochlorés ont remplace les pesticides inorganiques (premiére génération). Ensuite,
une troisieme genération de pesticides comprenait les organophosphorés, les carbamates, les
pyréthroides, etc. Ce sont les pesticides actuellement utilisés en Afrique et ailleurs, ils ont été
introduits entre les années 1960 et 1980 (Williams CM.1967).

2. Définition de pesticide

Les pesticides sont des produits chimiques qui servent a lutter contre les ravageurs tels
gu'insectes, mauvaises herbes, maladies des plantes, nematodes et rongeurs.L'augmentation de
leur emploi depuis 1945 a fortement contribué a accroitre la production agricole, a protéger le
bétail contre des maladies telles que la trypanosomiase et 'nomme contre le paludisme et la
filariose, a réduire les pertes de céréales en cours de stockage, et d'une facon générale a
améliorer la condition humaine. La consommation mondiale annuelle de pesticides dépasse

probablement 2 millions de tonnes (J. F. Copplestone.1977).
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La plus grande partie est fabriquée dans les pays industrialisés, et la valeur totale de la
production annuelle est supérieure a 10 milliards de dollars des Etats-Unis (GIFAP
Bulletin.1980).

La consommation mondiale de pesticides augmente et continuera a augmenter jusqu'a la fin
du siecle en méme temps que se poursuivra la course entre production alimentaire et

population. L'emploi des pesticides souléve toutefois des difficultés.

3. Classification du pesticide

Le monde des pesticides est trés complexe et avec des classes chimiques extrémement
diverses et 'utilisation de ces substances en agriculture mais aussi en voirie et en jardinerie
est massive. Les organophosphorés, les organochlores et les carbamates représentent les trois
principaux groupes chimiques synthétiques des pesticides. Les pesticides peuvent étre

également regroupés selon les cibles vers lesquelles ils sont plus particulierement destines :

3.1. Les insecticides

Ce sont principalement des matiéres organiques de syntheése. L’utilisation de certaines
substances minérales ou molécules organiques d’origine naturelle existe toujours mais d’une
facon trés marginale, c’est le cas de la roténone et des dérivés de la nicotine a titre d’exemple.
Des molécules insecticides trés efficaces ont été développées durant la deuxiéme moitié du
XXe siecle. 11 s’agit notamment des substances appartenant a la famille des organophosphorés

(malathion, diméthoate), des carbamates (aldicarbe, carbofurane) et des pyréthrinoides.

3.2. Les fongicides

Ces molécules ciblent les différents types de champignons afin de protéger les cultures, les
stocks des récoltes ou méme les semences. Le mildiou de la pomme de terre ou de la vigne, la
rouille ou le charbon sont des maladies cryptogamiques contrélées grace a des fongicides tels
que les carbamates (carbendazime, mancozeébe), les triazoles (bromuconazole, triconazole),
les dérivés du benzéne (chlorothalonil, quintozene) ou les dicarboximides (folpel, iprodione).
Il est intéressant de signaler que le soufre et le cuivre demeurent d’excellents fongicides

utilisés jusqu’a nos jours (Calvet et al. 2005).
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3.3. Les herbicides

Ils sont utilisés pour lutter contre les adventices des cultures ou « mauvaises herbes ». Ces
derniéres rentrent en compétition avec les plantes sur la lumiére, I’eau, ’espace et les
ressources nutritives. Lorsqu’elles sont mélées aux récoltes, les mauvaises herbes peuvent
également étre toxiques pour le bétail (renoncules, colchiques et cigué dans les fourrages
secs), donner du got au lait (achillée, millefeuille) voire rendre I’ensilage dangereux.

Apres la deuxieme guerre mondiale, les herbicides ont connu un trés grand développement.
La deuxieéme moiti¢ du XXe siecle a ainsi connu I’utilisation de nombreuses nouvelles
molécules qui étaient trouvées et proposées a I’agriculture. Entre 1950 et 2000 sont apparues
les triazines, les urées substituées, les carbamates, les toluidines, les aminophosphonates et les

sulfonylurées.

4. Modes d’expositions aux pesticides

Les pesticides sont utilisés, non seulement dans 1’agriculture, mais aussi dans divers secteurs
(industries, collectivités territoriales) ainsi qu’en usage domestique et vetérinaire. Des
problemes de résidus dans les légumes, les fruits etc..., sont aussi mis en évidence
(Belhaouchet, 2014).

Les pesticides peuvent contaminer les organismes vivants via multiple voies d’exposition
(fig.01). En effet, ces polluants pouvant pénétrer dans I’organisme par contact cutané, par
ingestion des matrices alimentaires contaminées et encore par inhalation de 1’air pollué (Utip
et al. 2013).

La grande variété de produits rend difficile 1’évaluation des expositions chez les populations,
qu’il s’agisse de la population exposée professionnellement (agriculteurs ou manipulateurs),

ou de la population générale (Bourbia, 2013).
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I \Chaluc alimentaire

Alimentation Faune

Environnement

Habitat M
Culture
Jardinage
Transferts inter- Elevage Agriculture
compartiments et
transformations Elevage
Pesticides

Figure 01 : Modes d’exposition des organismes vivant aux pesticides (Barriuso, 2004)

4.1. Les herbicides

Représente les pesticides les plus utilisés dans le monde, possedent différents modes d'action
sur les plantes :

» Perturbateurs de photosynthése.

» Inhibition de la division cellulaire ET de la synthese cellulaire.

» -Perturbateurs de la régulation d'une hormone « lauxine» (principe hormone sur

l'augmentation de la taille des cellules).

4.2. Les fongicides

Peuvent agir difféeremment sur les champignons :
» Les inhibiteurs respiratoires ET ainsi que de la division cellulaire.

» Les inhibiteurs de la biosynthése des acides aminés.

4.3. Les insecticides
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Il intervient en éliminant ou empéchant la reproduction des insectes.
Différent types existe comme:

Les neurotoxiques, les régulateurs de croissance, Ceux-ci agissent sur la respiration cellulaire.

5. La toxicité des pesticides

L’utilisation croissante des pesticides a généré au cours des dernieres années des

interrogations concernant les risques pour la santé humaine.

5.1. La toxicité aigie

Il s’agit d’une toxicité induite par une exposition ponctuelle a une dose importante de
Pesticides, susceptibles d’entrainer des effets immédiats ou rapprochés (manipulation de
produits non dilués...). La toxicité¢ aigué€ des pesticides résulte d’une mauvaise utilisation,
d’un usage accidentel des pesticides (accidents domestiques) ou d’une intoxication volontaire
souvent gravissime. Les pesticides organophosphorés et les carbamates sont a 1’origine des
cas d’empoisonnements par les pesticides les plus fréquents. Les signes ou symptémes les
plus souvent rapportés lors d’une intoxication aigué aux pesticides sont la suivante irritation
cutanée ou oculaire, maux de téte (Céphalées), nausées, vomissements, étourdissements,

fatigue, perte d’appétit. (Cherin et al., 2012).

5.2. La toxicite chronique

L’intoxication chronique survient normalement a la suite de 1’absorption répétée de faibles
doses de pesticides pendant plusieurs jours, plusieurs mois ou plusieurs années. Les signes
d’une intoxication chronique sont souvent difficiles a reconnaitre et leur délai d’apparition

peut étre relativement long (Kouzayha, 2011).

Des études épidémiologique ont aussi soulevé la possibilité de problémes hépatique, rénaux,
immunologique, cardio-vasculaires, endocriniens, respiration, hématologique, oculaires,
gastro-intestinaux ainsi que des modifications du comportement. Ces effets sont normalement
observes apres plusieurs mois ou plusieurs années d’exposition. Certaines études ont associé
I’apparition de certaine forme de cancers (leucémie, de sain, systéme nerveux et cancer de
poumons) a ’utilisation des pesticides ( Weichenthal ,2010) .
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6. Les pesticides en Algérie

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

utilisation efficace des pesticides (Bouziani, 2007).

7. Les effets des pesticides

7.1. Effets sur I’environnement

Dés qu’ils ont atteint le sol ou la plante, les pesticides peuvent étre absorbés par les plantes
ou des organismes du sol, les substances actives peuvent se volatiliser, ruisseler ou étre
lessivées, voire méme rester dans le sol. Ainsi, I'ensemble des compartiments
environnementaux peuvent étre potentiellement touché et impacté par les pesticides, en plus
des cibles contre lesquelles ils sont théoriqguement dirigés. Les effets toxiques indésirables
pour les espéces non cibles des trois compartiments environnementaux sont liés et il est
illusoire de vouloir les distinguer. En effet, une méme substance active pourra avoir des
répercussions sur l'ensemble des especes constitutives des différents compartiments de

I'environnement (Hateb et al, 2012).

a) Pollution des sols

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

perspective de développement durable. La manifestation du caractere polluant des pesticides

8



Chapitre 01 : les pesticides générales

est etroitement liée a leur devenir dans le sol. Outre, la toxicité propre du polluant, qui dépend
de sa concentration et de la nature de la cible considérée, sa rétention par le sol et sa
persistance sont les deux facteurs fondamentaux conditionnant le caractere polluant et/ou sa
manifestation. La rétention d’une molécule organique par le sol est le résultat global d’un
ensemble de phénomene, impliquant des interactions avec les constituants organiques et
minéraux des sols. De méme, la persistance est la résultante d’un ensemble de processus de
dissipation, physico- chimique et biologique, qui font diminuer la concentration du polluant et
du milieu (Hateb et al. 2012).

b) Pollution de I’air

Lors dun traitement, une certaine proportion de la substance active épandue passe
directement dans I'atmosphere. Ce passage est important lors d'applications effectuées par
hélicoptére ou par avion, et reste plus limité lors d'applications terrestres classiques. Des
résidus de pesticides peuvent passer des cultures vers le compartiment aérien par des
phénomenes d'évaporation et autres. La volatilisation est 1’une des causes principales de fuites
de pesticides hors de la zone cible, notamment quand les traitements visent la surface du sol

ou celle des végétaux (Aprifel, 2004).

¢) Pollution de I’eau

L’eau peut entrainer la dispersion des pesticides dans le milieu par lavage des feuilles,
ruissellement et lixiviation. Le ruissellement contribue a la pollution des eaux de surface
tandis que la lixiviation contribue surtout a celle des eaux profondes. L’importance de la
pollution des eaux souterraines apres transfert par lixiviation des molécules de pesticides dans
beaucoup de sols, dépend de certaines de ses propriétés ainsi que celles du sol

(hydrosolubilité, vitesse de filtration, passage de racines, etc.) (Hateb et al., 2012).



Chapitre 02 : le stress oxydatif

1. Définition du stress oxydatif

Le stress oxydant se définit par un déséquilibre entre les espéces pro-oxydantes et
antioxydantes (Durand et al. 2013). Donc, il y'a un déséquilibre entre la production
D’espéces radicalaires (ou réactives) de I’oxygeéne (ERO) et les capacités cellulaires
antioxydantes. (Migdal et al, 2011). Ce déséquilibre conduit potentiellement a des dégats

Structuraux et fonctionnels (Bensakhria, 2018).

2. Les espéces réactif de I'oxygéne

Un radical libre est une espéce chimique, atome ou molécule, contenant un électron non
apparié. Extrémement instable, ce composé peut réagir avec les molécules les plus stables
pour apparier son électron. Il peut soit arracher un électron (se comportant comme un
oxydant), soit en céder un (agissant alors comme un réducteur). Cette premiére réaction
conduit généralement a la formation en chaine de nouveaux radicaux ; ceci explique que la
production d'un premier radical libre puisse causer d'importantes lésions dans une cellule.
L'O2 est une molécule biradicalaire formée de deux atomes présentant sur leurs orbitaux
externes deux électrons non appariés. Il est donc susceptible de capter facilement 1 puis 2
¢lectrons pour étre partiellement réduit en O2 - puis en H202. 1l est ainsi a l'origine de la
formation d'espéces réactives oxygénées (Reactive Oxygen Species : ROS) L’appellation
ROS inclut les radicaux libres de I’oxygene : anion superoxyde (O2 <-), radical hydroxyle
(OHe) mais aussi certains dérivés oxygénes non radicalaires dont la toxicité est importante

tels que le peroxyde d’hydrogene (H202).

3. .Principales cibles biologiques des EOA

3.1. L’acide désoxyribonucléique ou ADN

L’ADN est une cible privilégiée pour les EOA. 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 I’adénine, entralnant des mutations au sein de ’ADN et conduisant
a des altérations du message génétique impliquées dans le déclenchement du cancer et le
vieillissement (Baudin, 2006).
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3.2. Les protéines

Les acides aminés possédent des susceptibilités différentes vis-a-vis des EOA. Les plus
réactifs sont I’histidine, la proline, le tryptophane, la cystéine et la tyrosine. Toute attaque
radicalaire d’un acide aminé provoquera 1’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 (nonreconnaissance 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 (Favier, 2003).

3.3. Les lipides membranaires

Le radical hydroxyle est capable d’arracher un hydrogeéne 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’oxygeéne pour former un radical peroxyle (ROQe¢),
suffisamment réactif pour arracher un H+ a un AGPI voisin, propageant ainsi la réaction. Il
en reésulte une altération de la fluidité membranaire qui conduit inévitablement a la mort
cellulaire. Les peroxydes genérés 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 (Cillard ,2006).

4. Systemes antioxydants

4.1. Systemes antioxydants enzymatiques

A) La catalase(CAT)

Est une enzyme qui catalyse la décomposition du H202 en H20 et 02, Cette enzyme que I’on

retrouve principalement au sein des peroxysomes, dans les hépatocytes, les érythrocytes et les

cellules rénales.
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2 H202 -—— 2 H20 + 02

Figure 02: Structure tridimensionnelle de la catalase (Belkhiri, 2010).

B) La superoxyde dismutase(SOD)

Est une protéine métallique possédant une activité enzymatique luire permettant de catalyser
la dismutation de I’anion superoxyde O2. Il existe plusieurs SOD, elles different par le ou les
métaux présent(s) dans sa structure qui va (vont) permettre la liaison enzyme-ligand. Il est
important de noter qu’il existe des SOD avec deux types de métaux qui pourront étre du

Cuivre, du Zinc.
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2 02- +2 H+ »>——H202 + 02

Figure 03 : Structure tridimensionnelle de la superoxyde dismutase (Belkhiri, 2010).
C) Glutathion peroxydase (GPx)
Est une enzyme présente dans les liquides extracellulaires et dans les cellules au niveau du
cytosol et des mitochondries. Elle assure la transformation des hydroperoxydes organigues,

lipidiques notamment, de type ROOH en ROH (figure 04). (Hakim, et al 2021).

2 GSH + H;0,— GSSG+ 2 H,
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Figure 04 : Structure tridimensionnelle de la Glutathion peroxydase (Belkhiri, 2010).
4.2. Antioxydants non enzymatiques
A) Vitamine A (B-caroténe)
Le p-caroténe est apporté par l'alimentation. Il est doué de plusieurs capacités: il est
précurseur de la vitamine A, il capte I'oxygene singulet sous faible pression d'oxygene et, avec
les autres caroténoides, il a le pouvoir de terminer les réactions en chaine de
lipoperoxydation. Le [-caroténe agit comme un antioxydant, liposoluble, complétant
efficacement le role de la vitamine E (Tessier et al, 1995).
B) La vitamine C
Acide L-ascorbique, est un composé organique hydrosoluble, actif a faible dose dans

I’organisme et participe au maintien de 1’équilibre vital. La vitamine C est connue pour son

pouvoir antioxydant contre les radicaux libre (Schwartz, 2016).
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HO

O
O

HO

HO OH

Figure 05: Structure chimique de la vitamine C.
C) La vitamine E (tocophérol)

Est une vitamine liposoluble qui existe sous huit dérivatif et don alfa tocopherols et la forme
la plus active chez I’€tre humain, dii a son activité¢ antioxydante puissante elle a considéré
comme l'antioxydant membranaire majeur employ é par les cellules Son réle antioxydant
général est la protection contre la peroxydation 2011) comme donner d’hydrogéne .Nous
avons vu lipidique ( Belyagoubi plus haut que la vitamine C et 1'antioxydant I’hydrosoluble le
plus important, des’ études récentes a mo , ntres que ce dernier joue un réle crucial dans la

réduction de vitamine E depuis sa forme oxydé alfa tocopherols radicalaire (Kojo , 2004 ).

b = G TR CEI,
s e S o

TFitarmine E o Tooophs ool

Figure 06 : Structure chimique de la vitamine E.

D) Les Oligoélements

- Le sélénium
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Le sélénium n’est pas un anti-oxydant en tant que tel, car il ne peut piéger les radicaux libres,
mais il joue un role primordial comme cofacteur de la GPx. Dans I’alimentation, on
retrouvera essentiellement du sélénium organique, li€ & un acide aminé, la cystéine. Le
sélénium organique est mieux absorbé, il subit une métabolisation hépatique qui conduit a des

intermédiaires nécessaires a la synthése de dérivés physiologiquement actifs comme la GPx.

-Le cuivre

A concentration physiologique, le cuivre est le cofacteur d’enzymes comme la SOD, le
cytochrome C oxydase, la dopamine B-hydroxylase. Cependant, en tant que métal de
transition, il joue un role important dans le déclenchement de réactions de production d’EOA

(réactions de Fenton) et peut — lorsque sa concentration est élevée devenir pro-oxydant.

- Le zinc

Le zinc joue un rdle de cofacteur pour de nombreux enzymes et intervient ainsi dans de
nombreuses fonctions comme le métabolisme des nucléotides, la synthese des
prostaglandines, le fonctionnement de 1’anhydrase carbonique. Comme le cuivre, le zinc est
un des cofacteurs essentiels de la SOD. Il protége egalement les groupements thiols des
protéines et il peut inhiber les réactions de formation d’EOA induites par des métaux de

transition comme le fer ou le cuivre.
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1. Définition du cerveau

Chez I’adulte, le cerveau pése environ 1,3 kg et contient des milliards de cellules nerveuses. 11
est logé dans la boite cranienne qui le protege des chocs. Le cerveau est également entouré de
trois membranes protectrices ; les méninges (dure-meére, arachnoide, et pie-mére) (Cambier,
2008).

Il est appartient a ’encéphale, qui comprend le diencéphale, le tronc cérébral et le cervelet en
suspension dans le liquide céphalo-rachidien, un liquide amortisseur de chocs qui permet le
transport de molécules et la récupération des déchets (Pascal 2010).

Le cerveau est divisé en deux parties ’hémisphere droit et I’hémisphere gauche. Chaque
hémisphére commande une partie opposée du corps, I’hémisphere gauche gere le coté droit du

corps et inversement (Cambier, 2008).

L’hémisphére gauche est généralement associé a la logique et au langage, alors que le droit

est le siege des intuitions, des emotions et du sens artistique (Bear et al. 2016).

La surface des hémisphéres est recouverte de cortex cérébral, c’est la substance grise car elle
contient les corps cellulaires des neurones. Le cortex est parcouru de circonvolutions, qui sont

des replis du tissu cérébral (Peterson et al. 2015).

2. Histologie du cerveau

Le systeme nerveux (SN) est ’ensemble des systémes qui mettent le corps dans un état
d’équilibre. Il est subdivisé en deux systemes : centrale (SNC) et périphérique (SNP). - Le
SNC : C’est le centre de régulation et de communication de I’organisme, il est formé

de ’encéphale et de la moelle épiniére (Bear et al. 2016).
- Le SNP : c’est la ligne de communication entre le SNC et I’organisme, et est situé¢ a

I’extrémité de SNC. Il est formé principalement des nerfs (craniens et spinaux) issus de

I’encéphale et de la moelle épinic¢re qui comprend deux types de voies, (Marieb, 2005)
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- La voie sensitive (afférente) : il transporte ’influx des récepteurs sensoriels (la peau,
les organes des sens du muscle squelettique) vers le SNC.

- La voie motrice (efférente) : cette voie renferme aussi deux parties : SN somatique
(volontaire) et SN végétatif (autonome) qui est subdivisé a son tour en SN sympathique et

parasympathique, I’un est stimulé et I’autre inhibé (Marieb, 2005).

3. Physiologie du cerveau

Le SN détecte les différentes stimulations (externe et interne) et réagit rapidement avec une
tres haute coordination, les signaux ¢€lectriques sont constitués des potentiels d’action qui se
propagent rapidement le long des axones d’un neurone a ’autre ou d’un neurone a une cellule

effectrice (Imbert, 2006).

- Les neurones

Un neurone est une cellule fondamentale du SN spécialisée dans le traitement d’informations
et la communication. Les neurones qui acheminent I’information en provenance des
récepteurs sensoricls de I’organisme, ils sont composés du corps cellulaire entouré de
dendrites et d’axone terminé par arborisation des boutons synaptiques (fig.07) (William
1981).

Le role principal des neurones est la transmission du signal nerveux, ce sont les cellules

gliales qui se chargent de leur protéger, de leur nourrir et d’optimiser leur fonctionnement
(Christensen et al. 2013).
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Figure 07 : Structure d’un neurone (Jean-Francois et al. 2005).
- Les cellules gliales
On se trouve quatre types des cellules gliales dans le SN ; les oligodendrocytes, la microglie,
les épendymaires et les astrocytes (William et al 2005).
Elles entourent les neurones et participent au controle de I’environnement chimique et

électrique en leur fournissant des nutriments et en éliminant leurs déchets (William, 1981).

Elles sont appelées cellules de support neuronales parce qu’elles produisent des facteurs de

croissance et réutilisent les neurotransmetteurs (fig.08) (Christensen et al. 2013).

Les cellules gliales présentes un réle tres important dans la pathologie de systéeme nerveux.

Par exemple dans la maladie d’ Alzheimer.

Ces cellules sont suspectées d’induire une inflammation chronique dans le cerveau en

réponse au dépot des plaques f amyloides (Koistinaho et al. 2011).
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Figure 08 : Structures et formes des cellules gliales (Jean-Francois et al. 2005).
4. Fonctionnement du systéeme nerveux
4.1. Le flux nerveux et ’intégration synaptique
La transmission de I’influx nerveux par les cellules nerveuses est due aux propriétés
électrochimiques de leurs membranes plasmiques. Le signal se transmet d’une cellule
nerveuse a une autre par des jonctions qu’on appelle synapses (Purves et al, 2001)
Un type bien particulier de ces synapses est celui qui relie le neurone a une cellule effectrice
telle qu’une fibre musculaire, cette synapse est alors dite jonction neuromusculaire (Gerard

et al. 2005).

Le passage de I’information dans une synapse est assuré par des molécules chimiques appelés

neurotransmetteurs (Kolb et al. 2002).
Au niveau des synapses, lorsque I’'influx nerveux atteigne les terminaisons présynaptiques

déclenchent des événements qui aboutissent a la libération d’un neurotransmetteur a travers la

fente synaptique qui modifie la perméabilité de la membrane post-synaptique (Marieb, 2005).

20



Chapitre 03 : le cerveau

Les canaux Na+ voltage dépendants sont responsables de I’initiation et la propagation de ces
potentiels d'action sur le long de I’axone, le canal de sodium forme un pore dans la membrane
qui est hautement sélectif pour les ions Na+. A 1’état de repos, les canaux sont fermés.

Lorsque la membrane est dépolarisée, ces canaux sont ouverts (Guéguen et al. 2006).
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Matériel

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

Tébessa.

1. Matérielles biologiques

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

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

2. Méthode

2.1. Entretien des animaux

Les rats males ont été soumis a une période d’adaptation de deux (02) semaines, aux
conditions de ’animalerie de département de biologie, Faculté des Sciences exacte et sciences
de la nature et de la vie, Université de Tébessa et a une temperature ambiante de 37°C. Ils ont
¢té nourris par un régime alimentaire standard, I’eau est quotidiennement renouvelée. Les rats
males sont élevés dans des cages en polyéthylene et ont été répartis en quatre (04) groupes de
cing (05) rats chacun. Les cages sont nettoyées et la litiere est changée une fois par jours

jusqu’a la fin de I’expérimentation.
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Figue 09 : Rat wistar

2.2. Lotissement et traitement

Les rats ont été traités par voie orale pendant 28 jours en fonction de leur poids corporel, et les
doses sont les suivantes :
>
» Lot n°01: contient 05 rats témoins, recoit 0, 5 ml d’eau distillée par voie orale chaque
jour pendant 28 jours.
» Lot n°02: Contient 05 rats traités, recoit le pesticides azoxystrobine avec la dose (01):
0.2ml/ml d’eau distillée.
» Lot n°03: contient 05 rats traités, recoit le pesticides azoxystrobine avec la dose (02):
0.15ml/ml d’eau distillée.
> Lot n°04: contient 05 rats traités, recoit le pesticides azoxystrobine avec la dose (03):
0.12ml/ml d’eau distillée.
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Figure 10 : Les lots des rats pour les expérimentations .

Figure 11 : les trois dose de pesticide (Azoxystrobine) .

24



Matériels et Méthodes

Figure 12 : Traitement des rats par voie oral I’ Azoxytrobine .

2.3. Sacrifice et prélévement du cerveux

Aprés 28 jours de traitement, les rats ont été sacrifiés et les organes ont été prélevés a
I’animalerie de 'universit¢ de Tébessa. Chaque cerveau est pesé et conservé au congélateur.

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

Figure 13: Sacrifice et prélevement des rats.
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Figure 14 : Le cerveau apres le sacrifice

3. Parameétres étudiées

3.1. Mesure de poids

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

des pesticides) a I’aide de balance analytique.

3.2. Analyse biochimique (métabolite)

3.2.1. Dosage des protéines

Dosages des protéines La méthode utilisée pour le dosage des protéines est celle de Bradford
(1976) qui utilise la BSA (Sérum Albumine Bovine) comme standard, sur le méme
échantillon utilisé pour doser les lipides, on récupére le culot issu de la deuxiéme
centrifugation auquel on a ajouté 1ml du NaOH (0.1N) et on agite énergétiquement pour la
dissolution des protéines. Apres, on préléve, au moyen d’une micropipette, un volume de
100ul auquel on ajoute 4ml du réactif BBC (Bleu Brillant de Coumassie) (50mg BBC +50ml

d’acide orthophosphorique a 85% et on compléte a 500ml avec I’eau distillée). Ainsi une
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couleur bleue se développe et on passe directement les échantillons pour lecture a une
longueur d’onde 595nm.
Le calcul des concentrations se fait par 1’équation déduite de la gamme d’étalonnage réalisé a

partir d’une solution d’albumine de sérum de beeuf (Annexes).

3.2.2. Dosage des lipides

Les lipides tissulaires sont évaluée selon la méthode Goldsworthy et al. (1972), on utilise
200ul d’homogénat dans 5Sml de 1’acide trichloro acétique 20% (TCA), on broyé et ont filtré
ce mélange; et directement ont appliqué une centrifugation a 5000t/min pendant 10min. Le
culot est gardé dans tube contient 1ml du mélange Ether/Chlorophorme, et apres centrifugé ce
mélange a 5000t/min pendant 10min, on préléve 100ul du surnageant, auquel on ajoute 1ml
de l’acide sulfurique et en met aprés agitation les tubes dans un bain marie a 100°C
pendantl0Omin. Aprés refroidissement, on préléve encore une fois au moyen d’une
micropipette 200ulde I’extrait auquel on ajoute 2.5ml du mélange sulfophospho vanillinique a
85% (0.38g vanilline+195ml acide orthphosphorique+55ml H20) et laissé ce mélange 30min
a I’obscurité, la lecture a une longueur d’onde 530nm.

Le calcul des concentrations réelles se fait a partir de I’équation déduite de la gamme
d’étalonnage réalisée a partir d’une solution mére préparée en utilisant de 1’huile de tournesol

(Annexes).

3.2.3. Dosage des glucides

Le dosage des glucides totaux a été réalisé selon la méthode de Duchateau et Florkin
(1959). Cette méthode utilise I’anthorone comme réactif (150 mg d’anthorne ,75 ml d’acide
sulfurique et 25 ml d’eau distille) et une solution mére de glucose (1g/l) comme standard La
méthode consiste a additionner a une fraction aliquote 100 pl du surnageant contenu dans un
tube a essai, 4 ml de réactif d’ Anthrone. Apres chauffage du mélange dans un bain marie a 80
C° pendant 10 min. Une coloration verte se développe, L’intensité de la coloration mesurée a
une longueur d’onde de 620 nm est proportionnelle a la quantité de glucide présent dans
I’échantillon. La gamme d’étalonnage est effectuée a partir d’une solution mere du glucose (1

mg/ml) (annexe).
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Dosage des métabolites

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

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

1 nitl’al:ide Dcmetliqlm

(100 ul}+ 4ml BBC
—— |
¥ Agitation
Chauffage 4 100°C
10min au bain de sable

200ul me]arge +2,5ml d’acide
aiflilqin vanillicue

oG

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

Figure 15 : Extraction et dosage des glucides, lipides et protéines selon la méthode de
(Shibko et al. 1967).
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3.3. Analyses enzymatiques

3.3.1. Dosage de I’activité catalase

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

I’addition d’eau oxygénée.

3.3.2. Dosage de ’activité de glutathion S-Transférase (GST)

La mesure de I’activité de glutathion S-Transférase (GST) est déterminée selon la méthode de
Habig et al. (1974), Elle est basée sur la réaction de conjugaison entre la GST et un substrat,
le CDNB (1-Chloro2, 4-dinitrobenzéne) en d’un cofacteur le glutathion (GST), la conjugaison
entraine la formation d’une molécule novelle ; 1-S-Glutathionyle 2-4Di nitrobenzéne
permettant de mesurer I’activit¢ de GST. La valeur de la densité optique mesurée est
directement proportionnelle a la quantité de conjugué formé elle-méme liée a I’intensité de
I’activité GST .Les échantillons sont homogénéisés dans 1ml de tampon phosphate (0.1M,
pH6). L’homogénat est centrifugé a 14000 t/min pendant 30 min et le surnageant récupéré
servira comme source d’enzymes. Le dosage consiste a faire réagir 200l du surnageant avec
1.2ml du mélange CDNB (1mM), GSH (5mM) [20.26mg CDNB, 153.65mg GSH, 1ml
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.

3.3.3. Dosage de le taux du glutathion (GSH)

Le dosage du glutathion est réalisé selon la méthode de Weckbeker et Cory (1988).
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Le principe de ce dosage repose sur la mesure de I’absorbance de I’acide 2-nitro-5-
mercapturique, ce dernier résulte de la réduction de I’acide 5,5'-dithio-bis-2-nitrobenzoique
(DTNB) par les groupements (-SH) du glutathion. Une fois préparé, 1’échantillon
(cytosol/matrice) doit subir une déprotéinisation par 1’acide sulfosalycilique (0.25%) afin de
protéger les groupements-SH du glutathion.

Brievement; les échantillons (200mg de tissu) sont mis individuellement en présence de

8ml de solution d’EDTA (Acide Ethyléne Diamine Tétra Acétique) a 0.2M. Le mélange mis
Dans des glagons est broyé a 1’aide d’un pilon enporcelaine. L’homogénat 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 vortexé et laissé pendant 15min dans un bain
De glace, et centrifugé ensuite pendant 5min a 1000t/min.0.5ml du surnagent est prélevé
auquel est ajouté 1ml de tampon tris HCL+EDTA (0.02M), pH 9.6. Au mélange est ajouté
0.025ml de I’acide 5,5'-dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) a 0.01M dissous dans le
Méthanol absolu. Le mélange est laissé reposer pendant 5min a température ambiante et

L’absorbance (A) est mesurée a 412nm.

4. Etude comportementale :

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

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

du protocole du stress de contention (avant accouplement).

- Test du labyrinthe en croix surélevée (Elevated plus maze) (Montgomery, 1955)

Le labyrinthe en croix surélevée est utilisé pour mesurer le degré d’anxiété chez les rongeurs

(Handley and Mithami, 1984).

Le labyrinthe surélevée de 50cm du sol est composé de quatre bras en bois, deux bras ouverts
(50x10cm) s’opposant perpendiculairement a deux bras fermés (50x10cm) avec 40cm de
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plexiglas haut bord. L’intersection des quatre bras (plate-forme centrale) mesurait 10cm
(Montgomery, 1955 ; Roy, 2002).

Le test du labyrinthe en croix surélevée est réalis€ pendant 5 min en plagant I’animal dans
I’aire centrale face a un bras ouvert. Etant donné que le rat craint les espaces vides et hauts,
son exploration dans les bras ouverts témoigne d’un comportement moins anxieux. A
L’encontre, plus I’animal est localisé dans les bras fermés plus son comportement est désigné

Comme anxieux (Pellow et al. 1985).

A Tissue de ce test, les paramétres suivants sont mesurés : le temps passé dans les bras
ouverts, le temps passé dans les bras fermés, le nombre d’entrée dans les bras ouverts et le

nombre d’entrée dans les bras fermés.

Figure 16: Test du labyrinthe en croix surélevée (Elevated plus —maze).

31



Matériels et Méthodes

5. Etudes statistiques

Les résultats obtenus ont été exprimés par la moyenne de six répétitions (moyen + écarttype),
et pour mieux visualiser en utilisant I'office Excel 2010 pour représentés ces résultats sous
forme des histogrammes. L’analyse statistique a été réalisée a 1'aide du logiciel Minitab®
17.1. La signification de différence entre le lot témoin et les lots traités est verifiée en utilisant

le test de Dunette et le test t «tukey», et le résultat de comparaison comme suivant:

P> 0, 05 = la différence n’est pas significative.
(*)0,05>P >0, 01 = la différence EST significative.

>
>
» (**)0,01>P>0,001 = la différence EST hautement significative.
>

(***) P<0,001 = la différence EST trés hautement significative.
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1. Effet d’Azoxytrobine sur les paramétres biochimiques chez les rats

1.1. Effet d’Azoxytrobine sur le taux des protéines

Témoin mDosel mDose?2 mDose3

© o o o o o
N w SN (6)] » ~
1 1 1 1 1 J

Taux des protéines (mg/g)

©
[N
1

o

Témoin Dose 1 Dose 2 Dose 3

Groupes des rats traités

Figure 17: Variation de taux des protéines (mg/g) chez les rats témoins et traités apres 28
jours de traitement.

La figure 17 montre le taux des protéines totales. Ou nous constatons une augmentation
statistiquement n'est pas significative (P=0.094), de taux de protéine chez le lot traité par la
dose (dose 1) par rapport au lot témoin. Tandis qu’avec les autres doses on a enregistré une

dimunition.

Selon Parveza et Raisuddin, 2005 une augmentation a été également observée chez les
poissons d'eau a une exposition unique de 48 h a divers pesticides : la deltaméthrine (0,75 pg /
L). Une augmentation significative de la teneur en protéines totales a été évaluée avec ceux de
plusieurs auteurs (Chebab, et al.2009).
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On explique ce résultat par I’induction de la synthése des protéines de stress en relation avec
le phénomene de bioactivation/biotransformation montré par la peroxydation lipidique
générée par les ROS.

1.2. Effet d’Azoxytrobine sur le taux des lipides

B Témoin M Dosel M Dose? Dose 3

0.09 -
0.08 -
0.07 -
0.06 -
0.05 ~
0.04 -
0.03 -
0.02 -
0.01 ~

Taux des Lipides (ng/mg)

Témoin Dose 1 Dose 2 Dose 3

Groupes des rats traités

Figure 18: Variation de taux des Lipides (ug /mg) chez les rats témoins et traités apres 28
jours de traitement.

La figure 18 représente le taux des lipides. Ou on observe une diminution statistiquement
significative (P=0,024) avec une dose indépendante du taux de lipide chez les rats traités par

I’ Azoxytrobine par rapport au lot témoin.

Selon Hiltenbrand, 1999; Durand et al. 2013 les lipides membranaires, particulierement
riches en acides gras poly-insaturés (AGPI) représentent une cible privilégiée pour I'agression
radicalaire. Plus I’acide gras est riche en doubles liaisons, plus il est peroxydable, c¢’est-a-dire
dégradable par un processus oxydant néfaste pour la cellule. Les lipides également sont le
siege de la peroxydation lipidique. Leur oxydation conduit a une désorganisation

membranaire avec des modifications de la fluidité et de la perméabilité.

D’autres études sur le traitement par lambda-cyhalothrine a différent dose (5 et 10 mg/kg/J)
pendant 3 mois chez les rats ont induit des altérations métaboliques hépatiques importantes

par diminution tres hautement significative du contenu lipidique total en comparaison avec le
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témoin, cette diminution peut étre stimulé par les radicaux libres en cas de stress oxydatif

génére par la lambda-cyhalothrine, notre résultat est on accors avec ces travaux.

1.3. Effet d ’Azoxytrobine sur le taux des glucides

Témoin M Dosel MDose2 HMDose3

)

o

O =
1 )

Taux des glucides (ug/mg
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Témoin Dose 1 Dose 2 Dose 3

Groupes des rats traités

Figure 19 : Variation de taux des glucides (pg /mg) chez les rats témoins et traités aprés 28
jours de traitement

La figure 19 montre le taux des glucides. Nous constatons une augmentation n'est pas
significative (P=0.44), de taux de glucides chez le lot traité par la dose de (dose 3) par rapport

au lot témoin.

L’allure générale des résultats obtenus dans cette étude montrent une diminution du taux

Des glucides dans les foies des rats traités par le Pb. Cet effet, serait d a l'utilisation directe
du

Glycogeéne pour la régénération d'énergie ou suite a une I'nypoxie. Les glucides sont les
Sources d'énergieprimaires et immédiates, en état d'effort des réserves glucidiques sont
Epuisées poursatisfaire des demandes énergétiques accrues. Le Plomb affecte donc
Directement la synthése, le stockage et la décomposition du glycogene dans le foie (Massin et
al, 2010).

Les résultats de cette étude sont concordants avec ceux rapportés par (Sadi

Et al. 2015).
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2. Effet d’ Azoxytrobine sur les paramétres enzymatiques chez les rats Wistar

2.1. Effet d >Azoxytrobine sur le taux du Glutathion réduit GSH

B Témoin M Dose 1 Dose2 M Dose 3

H
© o
= N
1 1

Le taux du GS
o

Témoin Dose 1 Dose 2 Dose 3

Groupes des rats traités

Figure 20: Variation de taux du GSH (umol/mg protéine) chez les rats témoins et traités par
Azoxytrobine apres 28 jours de traitement.

La figure 20 représente le taux de GSH. On constate une diminution statistiquement n'est pas
significative (P=0,281) de la teneur cellulaire en glutathion réduit (GSH) au niveau du lot

traité par Azoxytroubine avec les «trois doses pendant comparant au lot témoin

Nos résultats sont similaire a ceux des chercheurs qui ont enregistré une diminution mais tres
hautement significative de taux de GSH chez les rats traités par la lambda-cyhalothrine par
rapport au témoin surtout chez les rats traités par 10mg/kg/j.

Ce résultat est confirmé aussi par les études de Fetoui et al. 2010; qui ont présene des
modifications des parametres biochimiques et activités enzymatiques.

La diminution du taux de GSH a été également signalée chez Les rats male (225-250 Q)

traitées par deux pesticides: endosulfan et de chlorpyrifos Selon (Bebe et al, 2011).

La diminution du taux de glutathion réduit GSH résultant de leur action avec les radicaux

libres générés avec les pesticides.
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2.2. Effet d’Azoxytrobine sur I’activité du Glutathion—S-transférase GST
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Figure 21 : Variation de I’activité du GST (umol/min/mg de protéine) chez les rats témoins et
traités apres 28 jours de traitement.

La figure montre I’effet d’Azoxytrobine a des doses différentes chez les rats Wistar induit
une augmentation statisquement non significative (P=0.378) de I’activité de par contre la

dose trois présente une diminution statisquement non significative par rapport au témoin.

Un nombre d’études ont montré que le stress oxydatif joue un role critique dans diverses

toxicités associées aux pesticides (Al-Amoudi, 2018).

Pour limiter les effets de ce stress dans l'organisme, il existe des systemes de défense
enzymatiques et non enzymatiques. Parmi eux, nous mentionnons le glutathion qui possede
un réle important dans la détoxication des composés toxiques électrochimiques et les
xénobiotiques par des réactions de conjugaison catalysées par la glutathion S-transférase avec

la formation d’acides mercapturiques (Saka et al. 2011).

2.3. Effet d’Azoxytrobine sur P’activité du Catalase CAT
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Figure 22 : Variation de I’activité enzymatique du Catalase (umol/min/mg de protéine) chez
les rats témoins et traité apres 28 jours de traitement.

La figure 22 montre les variations de I’activité enzymatique du Catalase (umol/min/mg de
proteine) chez les rats témoins et traité aprés 28 jours de traitement. L’activité de catalase
CAT est augmentée au niveau des trois lots traités. Cette augmentation est non significative
(p=0.380).

La catalase joue un rble majeur dans la protection des tissus contre les effets toxiques de
peroxyde d’hydrogéne H202, elle catalyse la décomposition du ce dernier en oxygene

moléculaireO2 et en eau H20 pour se transformer en composés moins dangereux.

D’autres chercheurs ont ont révélé une diminution trés hautement significative de l'activité
des enzymes antioxydant tels que la catalase CAT dans les cellules on comparaison au
témoin. En explique Cette diminution par l'utilisation de cette enzyme pour I'élimination du
peroxyde d’hydrogene (H202). Cette résultat ont accord avec MiloSevié¢ et al, 2017 a montré
une diminution de ’activité de CAT chez les rats apres la contamination par (20 mg / kg poids

corporel/ jour) de fénitrothion pendant 30 jours.
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3. Les Analyses

3 .1. Cholestérol
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Figure 23 : Variation des cholestérole (mg/dl) chez les rats

La figure 23 Montre le taux de cholesterol.Ou nous constatons une augmentation
statistigement n'est pas significative (P=0,4) de taux de cholesterol chez le lot traité par la

dose 1 par apport au lot temoin, tandis qu'aves les autre doses on a enregistré une dimunition.

Le cholestérol, un lipide essentiel pour les cellules eucaryotes animals, joue Un réle important
dans de nombreux processus cellulaires, notamment la Régulation des propriétés
membranaires, la stéroidogenése, la synthése des acides Biliaires et la transduction du signal.
Comptant pour 30% a 40% du total des Lipides cellulaires, le cholestérol est transporté de
maniéere dynamique dans les Cellules et distribué de maniere inégale dans les structures

membranaires cellulaires.
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3.2. Triglycerides
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Figure 24 : Variation des Triglycerides (mg/dl) chez les rats

La figure 24 Montre le taux de triglyceirdes .Ou nous constatons une dimunition
statistigement n'est pas significative (P=0,2) de taux de Triglycerides chez le lot traité par la
dose 3 par apport au lot temoin, tandis qu'aves les autre doses on a enregistré une
augmentation

En plus, il provoque une augmentation significative du taux de triglycérides Plasmatiques.
Plusieurs études (Ahmadi-Naji et al , 2010) ont signalé une augmentation des taux de TG
chez les animaux de laboratoire qui traités avec différents pesticides Organophosphorés. Cette
élévation des triglycérides sériques ou plasmatiques Conduit a une inhibition de I’activité de
I’enzyme lipase des triglycérides Hépatiques et des lipoprotéines plasmatiques (EI-
Demerdash et al, 2014).
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Conclusion générale

Conclusion générale

Ce travail nous a permis de mettre en évidence I'impact d’Azoxytrobine sur Les cellules

hépatiques chez les rats Wistar.

L'administration d’ Azoxytrobine a des doses différentes (0,4et 0.6mg/kg/j) de poids corporel,
par voie orale chez les rats males adultes a induit des perturbations des paramétres
biochimiques, de stress, systeme antioxydant et parametres de croissance exprimée

notamment par:

* Une diminution trés hautement significative du taux des lipides.

* Une augmentation significative du taux des protéines.

Une augmentation significative du taux des glucides.

* Une inhibition de I’activité cellulaire du glutathion réduit (GSH).

» Une augmentation trés hautement significative de I’activité enzymatique du glutathion
-S-transférase (GST).

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

* Une perturbation relative du poids des rats durant la période de 28 mois de traitement.
En perspectives, il faut améliorer cette recherche par autres études a savoir :

« Réalise une étude histopathologique du curveux

« Etude de la génotoxicité.
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<+ Annexel

v" Matériels de laboratoires

** Grande matériel de laboratoire utilisés au niveau de laboratoire :

Balance Centrifugeuse Bain mari
Agitateur Spectrophotometre Bain de sable

Vortex

Réfrigitateur

Spectrophotométre automatique

43




Les annexes

Figure 25 : Grande matériel de laboratoire.

¢+ petit matériel de laboratoire :

Verreries (bucher, mortiers Tube a essais
éprouvette, tubes a essai,
Pipette graduée...).

Tubes epindorf Micropipette | Tube héparine(vert)
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Pourtoir

Eau disstillé

Tubes sec

Figure 26 : Petit matériel de laboratoire.

+ Annexe 2

v Les courbes d’étalonnages

courbes d’étalonnages de protéine

1,2

0,8

0,6

0,4

0,2

protine

y =0,2025x-0,2028

R?=0,9978

4 protine

—— Linéaire (protine)

Figure 27: Courbes d’étalonnages de protéine.

courbes d’étalonnages de lipide
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0,25

0,2

0,15

0,1

0,05

-0,05

Lipide

y =0,0467x-0,0637
R2=0.9752 /’

/ ¢ Lipide

——Linéaire (Lipide)

Figure 28: courbes d’étalonnages de lipide.

e courbes d’étalonnages de glucide

glucide

1,2

y=0,211x-0,2257

RZ= U,yaai/"

0,8

0,6

/ 4 glucide
——Linéaire (glucide)

0,4

0,2

Figure 29: courbes d’étalonnages de glucide .
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+ Annexe 3
Matériels chimiques :
= GSH.
= Acide sulfurique.
= H202.
= Acide orthophosphorique (a 85 %).
= HCI1.
= Alcool.
= Anthrone.
= Manithol.
= ASS (Acide sulfosalicylique).
= Méthanol absolu.
= BBC (Bleu Brillant de Coomassie).
= Nacl.
= NaOH.
= BSA (Albumine sérum de boeuf).
=  Na2HPO4
= Phénol.
= Chloroforme
= _Eau distillée
= EDTA (Acide éthylene diamine tétracetique).
= Ether.
= TCA (Trichloro acétique).
Ethanol (a 95 %).
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	Nous nous intéressons dans cette étude en termes d'évaluation de la toxicité des pesticides agricoles (Azoxytrobine) sur des rats mâles, type Wastar. Cette étude expérimentale, menée en laboratoire sur 20 rats répartis en 4 lots constitués chacun de 5...
	Nous avons effectué pour eux les analyses suivantes :Triglycerides , Cholestérol.

