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Introduction

De nos jours, avec 1’essor et le développement des activités humaines, diverses
substances chimiques sont détectées dans ’environnement, dont plusieurs se sont avérées
dangereuses et ont révélé des effets toxiques sur les organismes aquatiques, terrestres ainsi que
sur I’homme. Par ailleurs, la dégradation du bon fonctionnement des écosystémes a laquelle
nous assistons est un sujet d’inquiétude pour les chercheurs et tous ceux que préoccupent les
problémes d’hygiéne publique et de protection de la nature (Druart et al., 2011).

Les pesticides constituent un groupe trés hétérogéne de substances chimiques adaptées a
la lutte contre les plantes (mauvaises herbes) et les animaux indésirables (insectes,
limaces...etc.) (Cherina et al., 2012). Parmi les pesticides usuels, les pyréthrinoides sont une
famille d’insecticides dérivés des pyréthres, largement utilisés en agriculture du fait de leur
efficacité et de leur relative sécurité chez I’homme (Aissaoui et al., 2013).

Pendant ces deux décennies, la recherche toxicologique s’est concentrée sur 1’induction
du stress oxydant (SO) aprés I’exposition aux pesticides comme mécanisme possible de la
toxicité. Suite a plusieurs études, les pesticides notamment les pyréthrinoides, avec de telles
propriétés, ont €t€¢ montrés pour causer la surproduction d’espéces réactives oxygeénées (ERO)
dans les espaces intra et extracellulaires, ayant pour résultat la perturbation d’équilibre pro-
oxydant/antioxydant cellulaires induisant de ce fait un état de stress oxydant. Quand la
formation de ces ERO surpasse la capacité¢ de balayage par les défenses antioxydants, les
radicaux libres nocifs accumulent et augmentent la probabilité des dommages oxydants aux
biomolécules critiques tels que les enzymes, les protéines, les lipides membranaires et I’ADN
(Fukuto, 1990 ; Ecobichon, 2001).

Tenant compte que le stress oxydant est impliqué dans les déférentes altérations
biologiques, on vise dans notre étude 1’investigation des effets prooxydants des deux pesticides
retenus (cyperméthrine et deltaméthrine) par le dosage des marqueurs de la peroxydation
lipidique (MDA), du glutathion réduit(GSH), et des enzymes antioxydants & savoir la catalase
(CAT) et la glutathion-s-transférase(GST) dans la fraction cytosolique hépatique . Ainsi,
I’influence des différents traitements a ¢té analysée par une évaluation de certains parameétres
physiologiques tel que le poids corporel et d’autres biochimiques visant (explorer les fonctions

hépatiques et rénale) chez les animaux d’étude.
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I-Généralités sur les pesticides
I-1- Définition des pesticides

Les pesticides sont tous des substances prévenant ou contrdlant toute espéce de plantes ou
animaux indésirables, incluant aussi les substances utilisées comme régulateurs de croissance
végétale, désherbant ou desséchant (FAO/WHO, 1998).
I-2-Classification des pesticides
I-2-1-Classification chimique

En se basant sur le premier critére, on peut distinguer trois catégories de pesticides :
-Les pesticides inorganiques : Ils sont peu nombreux mais certains sont utilisés en trés grande
quantité comme le soufre ou le cuivre.
-Les pesticides organométalliques : Ce sont des fongicides dont la molécule est constituée par
un complexe fait d’un métal comme le zinc ou le manganése.
-Les pesticides organiques : Il existe actuellement plus de 80 familles ou classes chimiques
dont les plus connues sont : organochlorés, organophosphorés, carbamates, pyréthrinoides, etc.
I-2-2-Classification biologique

En se basant sur le deuxiéme critére qui est son action sur le parasite, on peut classer les
pesticides en :
-Fongicides.
-Insecticides.
-Herbicides.
I-2-3-Classification selon ’usage

Il existe six catégories de pesticides selon leur destination de traitement, a savoir : les
cultures, les batiments d’élevage, les locaux de stockage des produits végétaux, les zones non

agricoles, les batiments d’habitation, I’homme et les animaux (Fillatre, 2011).
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nerveuses et sont peu résistantes et peu stables dans I’environnement (photolabilité) (Durand,
1993).
I1-2-2-Pyréthrinoides

Les pyréthrinoides sont des insecticides synthétiques neurotoxiques dont la structure
moléculaire comprend certaines des caractéristiques des pyréthrines naturelles (Wolansky et
Harrill, 2007). Ces pyréthrinoides de synthése sont plus stables notamment vis-a-vis de la
lumiére. Ils sont aussi plus lipophiles et par conséquentes sont des molécules trés hydrophobes
qui s'adsorbent sur les sédiments organiques (Kadala, 2011).
I1I-3-Structure
I1-3-1-Pyréthrines

Les pyréthrines constituent un groupe de six molécules (pyréthrine 1, pyréthrine I, cinerine
I, cinerine II, jasmoline I, jasmoline II) ayant un noyau structural commun, sont présents les
esters de deux acides voisins acides (chrysanthémique et pyréthrique) et de trois alcools dérivant
d’un cycle cyclopentanone substitué, on distingue donc deux types : les pyréthrates (Figure 2) et
les chrysanthémates (Figure 3).

HOC ! H«
J ,a_’ 3 l« .‘ "-\\_‘ '
/o ik g
VAN [L e [
fr’ ‘.._' N e > -
HBC. J A—\ \O”""“' |I f’/
/ \ /
{ ( “.-——— ;‘
- \-\ J/"/’ \ {
H4C ”
0

Figure 2 : Structure des pyréthrates (issus de 1’acide pyréthrique) (Durand, 1993).

Figure 3 : Structure des chrysanthémates (issus de I’acide chrysanthémique) (Durand, 1993).
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II-5-Utilisation
Les pyréthrinoides sont inclus dans plus de 3500 produites enregistrés pour des usages

déverses. Les pyréthrinoides sont utilisés dans les domaines suivants :

Les utilisations des pyréthrinoides

A

A
/ . . \Géservation des \Glarmacie et \f . N\

Hygiéne publique L. . . Hygiéne

matériaux paravétérinaire domestique

-Fabrication de -Antipuces. _Shampoing
-Dératisation. produits (bois, -Anti-tiques. Anti-poux
-Désinsectisation. laine). -Couverture pour i

-Crémes
. ) . . corbeille de chats. f

-Désinfection. | -Anti-moustique. , répulsives.

N\ . /

-Anti-acarien.

N J

Figure 4 : Les déférentes utilisations des pyréthrinoides (Atsdr, 2003).
II-6-Devenir dans Porganisme
[I-6-1-Toxicocinétique

Les pyréthrinoides doivent étre absorbés par l'organisme et se distribuent aux organes
cibles. Etant donné leur forte affinité pour les lipides, les pyréthrinoides absorbés présents sous
forme non métabolisée se distribuent dans les tissus adipeux, incluant le systéme nerveux central
(Atsdr, 2003).
I1-6-1-1-Absorption

Les pyréthrinoides contenant les substances sont dispersées, l'utilisation de telles
substances peut se traduire par des combinaisons d'inhalation, et I'exposition cutanée et par voie
orale. Il semble que les pyréthroides sont rapidement absorbés suite 4 I'inhalation, en fonction de
l'apparition de métabolites urinaires dans les 30 minutes d'exposition (Leng et al., 1997).
II-6-1-2-Distributon

Les pyréthroides chez 'homme, ils sont largement diffusés et subissent une distribution

rapide des tissus ayant une teneur élevée en lipides, y compris la graisse et les tissus du systeme
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nerveux central et périphérique (Aldridge, 1990 ; Vijverberg et van den Bercken, 1990 ;
Casida et al., 1983).
I1-6-1-3-biotransformation

La métabolisation des pyréthrinoides se déroule généralement en trois étapes. La premiére
est un clivage hydrolytique de la liaison ester centrale (Gray et soderlind, 1985). Pour les
pyréthrinoides halogénés, cette rapide détoxification hydrolytique est suivie d’une étape
d’oxydation conduisant & des dérivés acide carboxylique ou acide phénoxybenzoique (Leng et
al., 1997 ). Les métabolite obtenues se conjuguent ensuite généralement avec des composés
comme la glycine, des sulfates ou [’acide glucuronique pour former des complexes trés
hydrosolubles et ainsi facilement excrétables par voie urinaire (Casida et al., 1983). Bien que la
formation d’intermédiaires toxiques ou réactifs ne peut €tre exclue, Les métabolites formés ne
démontrent que peu ou pas de toxicité, il semblerait que dés I’hydrolyse le pyréthrinoides perd
tout son potentiel toxique. Concernant les enzymes en jeu lors de la métabolisation, les
informations sont limitées. Il semblerait que ce sont des oxydases et des carboxyestérases non
spécifiques et présentes dans a peu prés tous les tisses qui interviennent.
I1-6-1-4-Elimination

La formation de métabolite hydrosoluble permet 1’élimination via la voie urinaire. Une
excrétion par les sels biliaires et par la salive est également envisageable mais les mécanismes
restent inconnus. I n’existe pas de données concernant le passage-des pyréthrinoides dans le lait
maternel. Cela ne peut cependant pas étre écarté car le phénomeéne se déroule par diffusion a
travers les membranes lipidiques puis rétention dans les graisses des laits (Virlouvet, 2003).
II-7-Mécanisme d’action

Sur la base d’étude électro physiologique et de toxicologie animale, les pyréthrinoides sont
séparables en deux groupes I et II. IIs agissent quand une cellule nerveuse et excitée sur la phase
d’ouverture des canaux sodique (Aligon et al., 2010), les dérivés du groupe I agissent en
prolongeant 1’ouverture du canal sodique membranaire. Les dérivés du groupe II sont plus
toxiques et induisent le syndrome de salivation, incoordination motrice, convulsion, apnée et
mort. Les effets les plus rapportés sont une diminution du poids corporel. Une augmentation de
la taille et du poids du foie et quelque fois des reins. Ces effets qui ne sont pas spécifiques aux
pyréthrinoides sont fréquemment observés lors de I’exposition d’animaux de laboratoire & une

substance toxique (Barriot, 1999).
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I11-2- Deltaméthrine (DEL)
IT1-2-1-Nature chimique

La deltaméthrine (DEL) (Figure 6), est un insecticide de la famille chimique des
pyréthrinoides de type II. II a été synthétisé de puis en 1974 et lancé sur le marché avec les noms
commerciale comme déces, kothrine, il est I'un des pesticide le plus fréquemment utilise dans le

domaine de la santé publique et animale et surtout en agriculture (Claude, 1983; Kumar et

Nagar, 2014).
o CN
L o
O
Br

Figure 6 : Structure chimique du deltaméthrine (Bavoux et al., 2007).

I11-2-2- Identité et propriété physicochimiques
HI-2-2-1- Identité
-Nom commun : Deltaméthrine.
-Classe chimique : Pyréthrinoides de synthése.
-Fonction : Insecticide.
-Formule Moléculaire: C,;HsBroNO; (Bavoux et al., 2007).
I11-2-2-2~ Propriété physicochimiques
11-2-2-2-1-Propriété physiques
La deltaméthrine est un solide blanc inodore. Elle est presque insoluble dans ’eau (0,2ug /1
a 25 'C) et soluble dans de nombreux solvants organiques notamment ’acétone, le 1,2-
dichloroéthane, le diméthylsulfoxyde, [’acétate d’éthyle et le xyléne.
Ses principales caractéristiques physiques sont reportées dans le tableau ci-dessous.

Tableau 3 : Propriétés physicochimique du deltaméthrine (Bavoux et al., 2007).

Masse molaire 505,2

Point de fusion 982120 C

Point d’ébullition Se décompose a partir de 270 C
Densité(D™y) 0,5
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I-Définition du stress oxydatif

Le stress oxydatif, dénommé également stress oxydant, résulte d’un déséquilibre de la
balance « pro-oxydants/antioxydants » en faveur des oxydants, ce qui se traduit par des
dommages oxydatifs de ’ensemble des constituants cellulaires : les lipides avec perturbations
des membranes cellulaires, les protéines avec 1’altération des récepteurs et des enzymes, les
acides nucléiques avec un risque de mutation et de cancérisation. Un stress oxydatif peut donc se
développer suite a une surproduction des oxydants comme les especes activées de 1’oxygene

et/ou 4 une diminution des systémes de défense antioxydants (Sergent et al ., 2000).

ROS
-L’anion superoxyde Antioxydant
-Vitamine E - SOD
- Radical
hydroperoxyle ~Glutathion -GSH-Px
1 -Peroxyde d’hydrogene -Ubiquinol -CAT
-Radical hydroxyle -carténoide

——
C ]

Figure 7: Balance radicaux libres /antioxydants (Shimizu, 2004).

II-Espéces réactives oxydantes (ROS)
II-1-Définition
II-1-1-Radicaux Libres

Les radicaux libres se définissent comme tout atome ou molécule, neutre ou ionisce,
comportant au moins un électron célibataire dans une orbital externe (Favier, 2003). Ils sont
caractérisé par une gronde réactivité chimique et une courte duré de vie (10-3 a 10-6 seconde)
(Pincemail, 2004).Les radicaux libres peuvent étre considérés comme des déchets du
métabolisme cellulaire. Ils sont produits dans toutes les cellules de I’organisme et en faible
quantité dans les mitochondries (Debete - Judith, 2004). Les radicaux libres peuvent é&tres
formés par trois procédes :

- Addition d’un électron libre & un non radical NR + e — R).

12
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-Perte d’un électron parun non radical (NR —e " — R).
-Scission homolytique d’une liaison covalente (A:B — A’+B") (Bonnefont-Rousselot et al.,
2003).11 existe majoritairement deux grandes familles d’espéces réactives :

e Espéces réactives d’oxygéne (ERO ou ROS)

Les especes réactives de I'oxygéne peuvent étre définies comme des molécules qui
contiennent de I’oxygene mais qui sont plus réactives que 1’oxygéne présent dans 1’air. Les ERO
incluent les radicaux libres comme 1’anion superoxyde (O, ") et le radical hydroxyle (OH) et des
composés réactifs oxydants non radicalaires (sans électrons libres dans leur couche externe)
comme le peroxyde d’hydrogéne (H,05), 1’oxygene singulet (‘O5) et I’0zone (O5).

e Espéces réactives azotées (ERA ou RNS)

Ont été définies comme un sous groupe d’oxydants dérivés de 1’oxyde nitrique ou

monoxyde d’azote (NO), que nous désignons par 1’abréviation ROS (Tableau 4).

Tableau 4 : Principales espéces réactives oxydantes (ERO) organiques (Mac Laren, 2007).

ROS Abréviation
Espéces oxygénées actives EOA
Radical (ion, anion) superoxyde 0,

Radical hydroperoxyle HO,
Peroxyde d’hydrogéne H,0,
Radical hydroxyle "OH
Singulet oxygene '0,

Ozone 03

ERO Abréviation
Espéces azotées actives EAA
Oxyde Nitrigue ou monoxyde| NO

d’azote

Dioxyde d’azote "NO,
Peroxynitrite ONOO

13
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I1-2-Source des ROS
II-2-1- Sources exogeénes des ROS

Les radiations X ou gamma peuvent par différents mécanismes faire apparaitre des
radicaux libres en scindant la molécule d’eau en deux radicaux. Les rayonnements UV sont
capables de produire des anions superoxydes ou de 1’oxygene singulet aprés activation des
photosensibilisants.
I1-2-2-Sources endogenes des ROS

Dans les cellules, de nombreux systemes enzymatiques sont capables de générer des
oxydants (Salvayre et al., 2003).
-Les NADPH oxydases qui générent O, en utilisant NADH ou NADPH comme substrat.
-La xanthine-oxydase joue un role important dans la production des ROS (particuliérement 07 et
H,0,), lors de I’ischémie/reperfusion.
-Lors du métabolisme de 1’acide arachidonique (Valko et al., 2007).
I1-3-Formation des espéces réactives oxydantes (ERO)
II-3-1-Composés liés 2 ’oxygene radicalaire
II-3-1-1- L ’anion superoxyde (0"

Cette production résulte de I’adition d’un électron a I’oxygéne moléculaire.

cytochrome oxydase

-]

02+ e > 02 )

L’anion superoxyde, peut également se former lors de la phagocytose grace a la NADPH
oxydase présente dans la membrane plasmique des phagocytes.
NADPH oxydase
20,#NADPH > 20, +NADP +H
I1-3-1-2- Radical hydroxyle ( OH)

11 est formé par la dégradation H,O, en présence de métaux de transition sous leur forme

réduite.

H,0,+ Fe™" » OH+ OH +Fe™

Le H,0, peut également réagir avec 1’anion superoxyde aboutissant, I’encoure, a la
production du radical hydroxyle. Ce mécanisme réactionnel se nomme la réaction de Haber -
Weiss :H,0,+ O3~ » OH + OH + O, (Li et Fukagawa, 2010).
II-3-1-3-Radicaux peroxyles (ROO)

Ils se forment par I’addition d’oxygéne moléculaire sur des radicaux libres carbonés. Ils
sont peu réactifs mais sont capables de diffuser a travers les membranes biologiques (Badouard,

2006).La partie « R » correspond & un acide gras polyinsaturé. Leur formation comprend 2

14
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étapes principales : la-premiére (réaction 1) correspond a la perte d’un atome d’hydrogeéne causée
notamment par un radical hydroxyle, et la seconde (réaction 2) a la liaison avec une molécule
d’oxygene (Powers et Jackson, 2008).

RH + HO » R +H,0 (réaction 1)

R+ 02 » ROO (réaction 2)

11-3-1-4- L’oxyde nitrique (NO")

Est un radical libre synthétisé par la NO synthase a partir de 1’arginine selon la réaction
suivant :
0O,
NADPH NADP" NO

L-Arginine \ / —» Citrulline

NO synthase

11 est impliqué dans la forme oxynitrite ONOO™ (Li et Fukagawa, 2010).
I1--3-1-5-Dioxyde nitrique (NO,)

Le dioxyde nitrique est formé a partir de la réaction du radical pyroxyle avec NO (Hamadi,
2010).
I1-3-2-Composés liés a I’oxygéne non radicalaire
I1-3-2-1- Peroxyde d’hydrogéne (H,0,)

11 se forme par dismutation de 1’anion superoxyde.

SOD

20, +2H" » H,0,+ O, (Li et Fukajawa, 2010).
I1-3-2-2-1.’oxygéne singulet (0y)

Il peut se former au niveau des pigments biologiques (chlorophylles, rétinol, flavines et
porphyrines) lors de leur exposition a la lumicre en présence d’O; :
Lumiere UV
(o} »'0,
I1-3-2-3- Anion peroxynitrite (ONOOH)

11 est formé par la réaction de NO' avec 1’0, ":

0, +NO » ONOO"

L’ion ONOO  est considéré comme une espéce réactive de 1’azote mais aussi de
L’oxygene, sa protonation en acide (ONOOH) donne une espece tres oxydante (Sarr, 2004).
I1-3-2-4-L’acide hypochloreux (HOCI)

1 est formé 3 partir du peroxyde d’hydrogéne. Il passe facilement a travers les

15
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Figure 9: Les différentes Cibles biologiques et endommagement oxydatifs induits les ERO
(Beaudeux et al., 2009).

I1-5-systéme défenses anti-oxydants

Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser ou de réduire les dommages

causés par les radicaux libres dans 1’organisme et permettent de maintenir au nivaux de la cellule

des concentrations non cytotoxiques de ROS (Kalmijn, 2002 ; Pincemail et Defraigne, 2004 ;

Vansant, 2004).

La composition en anti-oxydants differe selon les tissus et les types cellulaires, et les

mécanismes de protection sont différents dans les mielleux intra-et extracellulaires, notons que

les systémes de défense n’assurent pas une protection compléte, 1’organisme doit disposer de

systémes de réparation afin d’éliminer les molécules endommagées (Delattre et al., 2005).

17
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I1-5-2-Antioxydants non enzymatiques

Etant liposolubles ils se répartissent au sein des membranes cellulaires. On trouve dans
cette catégorie : la vitamine E, vitamine A, et la vitamine C.
[1-5-2-1-Vitamine E

Le composant majeur de la vitamine E est I’a- tocophérol. L’a- tocophérol agit donc par
rupture de cette chaine de peroxydation, grace a la fonction hydroxyle du noyau chromanol. Les
radicaux peroxyle sont alors réduits en hydroperoxydes, tandis que 1’a -tocophérol (a-TOH)
conduit & un radical a-tocophéroxyle (a TO') :
a-TOH+RO", » o TO+ROOH

Lors d’une oxydation, 1’0~ tocophérol constitue I’une des premiéres lignes de défense.
I1-5-2-2- Caroténoides (Vitamine A)

Ils sont fnajoritairement représentés par le B-carotene, appelé aussi « pro-vitamine A ». Du
fait de leur faible concentration dans 1’organisme, leurs rdles antioxydants sont considérés
comme faibles, mais complémentaires des systemes principaux évoqués plus haut. Le B-caroténe
désactive "oxygéne singulet '0,, et piége les radicaux peroxydes ROO° (Krinsky, 1989).
I1-5-2-3-Vitamine C

La vitamine C ou acide L-ascorbique est hydrosoluble. Elle joue un réle de prévention de
I’oxydation dans le plasma et les fluides extracellulaires, dont elle est considérée comme le plus
important antioxydant. Son action est directe et indirecte, elle agit directement sur les ERO
(superoxydes, hydroxyle, oxygéne singulet, radicaux lipidiques) et indirectement par son action
de régénération de la vitamine E et du GSH. L’organisation partiale de la vitamine C lui permet
de se lier a la phase aqueuse de la vitamine E oxydée dans la membrane cellulaire, et de
rapidement lui céder son électron. Aprés avoir c€dé son €lectron, la vitamine C forme un radical
trés peu réactif, qui sera ensuite reconverti en vitamine C par une enzyme réductase, qui utilise
du GSH ou par I’acide alpha-lipoique (Halliwell et Gutteridge, 2007).

I1-5-2-4-Glutathion (GSH)
I1-5-2-4-1- Glutathion réductase

La glutathion réductase a pour role de régénérer le GSH a partir du GSSG gréce au
NADPH qui est utilisé comme donneur d’électrons.

GSSG+NADPH, H » 2SH+NADP

Le glutathion oxydé (GSSG) est réduit par le NADPH crée par la glucose-6-phosphate
déshydrogénase (G-6-PD) de la voie des pentoses phosphates (Bounekta et al., 2008).
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I1-5-2-4-2- Glutathion-s-transférase

La glutathion-s-transférase (GST) est un systéme trés important dans la protection de la
cellule contre les espéces réactives de l'oxygene, par sa capacité de conjuguer le glutathion avec
les composés électrophiles et la réduction des peroxydes (Jiang et al., 2004 ; Gattas et al.,
2005) . L'activité de conjugaison du GSH avec les composés électrophiles est présentée comme
suit :
GSH + R-X » GSR+HX

II-6-Implication du stress oxydant dans les pathologies

Une production importante d’ERO joue un rdle dans la pathogénése de nombreuses
maladies (Le stress oxydant est impliqué comme facteur déclenchant ou associé¢ a des
complications de 1’évolution) (Favier, 2003).Ils sont impliqués dans I’ischémie répercussion,
les maladies neuro dégénératives (maladies d’alzheimer et de parkinson,...), les cancers, les
rhumatismes et les maladies cardiovasculaires (I’infarctus, I’hypertension et la formation des
Iésions vasculaires de ’athérosclérose), le diabéte, les processus inflammatoires et encore le
vieillissement accéléré (Madamanchi et al., 2005). La plupart des maladies induites par le
stress oxydant apparaissent avec 1’4ge car le vieillissement diminue les défenses antioxydants
et augmente la production mitochondriale de radicaux. L’augmentation de [’apport
nutritionnel en antioxydant visera donc essentiellement a prévenir ces maladies, de méme, une
.consommation réguliére en antioxydant pourrait avoir un effet -bénéfique, mais

essentiellement préventif (Favier, 2003).
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I-Matériel animal

Dans notre étude, nous avons utilisé 20 souris blanches (maéles), provenant de 1’institut
de pharmacie (université de Constantine), dges de six(6) a huit(8) semaines et ayant un poids
corporel entre 20 et 30g. Ce sont des mammiferes de I’ordre des rongeurs, largement utilisés
dans divers domaines de recherche. Ces souris ont €té soumises a une période d’adaptation de
15 jours environ, aux conditions favorables de 1’animalerie au niveau du département de
biologie, faculté des sciences de la nature et de la vie, université de Jijel, & une température
voisine de 25°C et une photopériode naturelle. Les souris sont mises dans des cages en
plastique qui sont tapissées d’une litiére constitu€e de copeaux de bois, avec nourriture et eau a
volonté. Les cages ont été nettoyées et la litiere changée tous les 2 jours jusqu’a la fin de
P’expérimentation.
II-Traitement des animaux

Notre travail est consacré pour I’étude de I’effet in vivo des pyréthrinoides sur les
fonctions cytosolique lies aux stress oxydant. Les souris (maéles) ont été repartis en quatre
(04) lots de cinq(05) souris chacun, il s’agit de :
Lot 1 : Animaux témoins n’ont été traitées.
Lot 2 : Animaux recevant de la cyperméthrine (CYP) dissoute dans 1’huile de mais. Le
pesticide est administré aux animaux par voie orale a la dose de 1/25 DLsq (10 mg/kg) chaque
jour pendant 10 jours du traitement.
Lot 3: Animaux recevant de la deltaméthrine (DEL) dissoute dans I’huile de mais. Le
pesticide est administré aux animaux par voie orale a la dose del/25 DLsg (6.3 mg/kg) chaque
jour pendant 10 jours du traitement.
Lot 4 : Animaux recevant une assosiation des deux pyréthrinoides (DEL+CYP) dissoute dans
I’huile de mais, chaque jour par voie orale pendant 10 jours du traitement.

Le pesticide est administré aux animaux par voie orale a la dose de 50ul chaque jour
pendant 10 jours du traitement.
Les concentrations ont été choisies en se référant a la 1/25 DLsy de chaque molécule

insecticide.
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IlI-Sacrifice des animaux et prélévement des échantillons du sang et du foie

Les animaux sont sacrifi€s 24h aprés la derni¢re administration. Le prélévement du sang
est réalis€é au niveau du sinus rétro-orbital de I’eeil (région cartilagineuse richement
vascularisée) a I’aide d’un capillaire a hématocrite. Aprés chaque prélévement sanguin, le sang
est mis dans des tubes héparines. Les volumes du sang prélevés ont été de 2.5 ml a 6 ml. Aprés
le sacrifice des souris, le foie est prélevé, rincé dans une solution de Nacl (0,9%), et conservé a
-20°C jusqu' au jour de 'analyse.
IV-Préparation des échantillons
IV-1-Préparation du sang

Le sang est centrifugé 3000 tour/min pendant 15 min et le surnageant (plasma) est
récupéré pour le dosage ultérieur des paramétres biochimiques (phosphatase alcaline, TGO,
TGP, urée, créatinine).
IV-1-1-Mise en évidence des atteintes hépatiques et rénales

Pour évaluer les différentes manifestations d’un dysfonctionnement hépatique et rénal
¢ventuellement induit par les pesticides retenus, on a dosé les paramétres suivants : TGO,
TGP, phosphatases alcaline, urée et créatinine. Le dosage est basé sur la détermination
colorimétrique dans le plasma sur un automate multiparamétrique. Les dosages ont été réalisés
au niveau du laboratoire d’analyses biochimiques du Dr Bekioua.
IV-2-Préparation des fractions cytosoliques hépatiques

Pour la préparation de la fraction cytosolique, nous avons utilisé la méthode décrite par
Igbal et al. A a I’aide d’un mortier et un pilon placé dans la glace, g de tissu (foie) a été coupé
et homogeénéisé avec 3 volume du tampon phosphate (0.1M, pH 7.4) contenant du Kcl a
(1.17%). L’homogénat a été ensuite centrifugé a 2000 rpm pendant 15 minutes a 4°C pour
séparer les débris nucléaires. Le surnageant obtenu est centrifugé a 9600 rpm durant 30
minutes 2 4°C et le surnageant final représente la source utilisée pour I’évaluation de
I’activité des enzymes antioxydants(CAT,GST), non enzymes {(GSH,MDA) (Igbal et
al.,2003).
V-Dosage des protéines totales
V-1-Principe

La méthode de Bradford est une méthode d’analyse spectrophotométrique utilisées pour
déterminer la concentration des protéines en solution .Il s’agit en fait d'un dosage
colorimétrique au Bleu Brillant de Commassie, selon la couleur de 1’échantillon, 1’absorbance
va changer et il sera possible de déterminer la concentration de 1’échantillon en comparant ces

derniers avec des échantillon standardisés (Bradford, 1976).
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V-2-Méthode de dosage

Les protéines des échantillons (foie) ont été dosées en faisant réagir avec 100 ml du
concentré bleu Brillant de Coomassie (BBC) a été dilué dans 100 ml de I'eau distillée, puis
4 ml de ce colorant dilué a été ajouté 210 pl de I'échantillon dilué a 1/10 ™. Le mélange a été
incubé a température ambiante pendant 30 minutes et une mesure d'absorbance a été effectuée
dans un a 595nm spectrophotometre contre un blanc préparé dans les mémes conditions mais
ne contenant pas du 1’homogénat.
VI-Dosage des marqueurs du stress oxydatif
VI-1-Evaluation de Pactivité enzymatique de la catalase (CAT)

L’activité de la catalase cytosolique est déterminée selon la méthode de Clairbone.
VI-1-1-Principe

Les catalases catalysent la réduction du peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygéne
moléculaire. Ces enzymes préviennent les peroxydations des molécules biologiques induites
par I’eau oxygénée. Elles sont sensibles a certains contaminants inducteurs de stress oxydatifs
au niveau des membranes cellulaires, comme les pesticides. Le principe repose sur la
disparition de 1’H,0, par la présence de la source enzymatique a 25 C (Clairbone ,1985).
VI-1-2-Méthode de dosage

Le dosage est réalisé dans un mélange réactionnel formé de 1ml de tampon phosphate
KH,PO;(0.1M, pH 7 .2) 0,950 ml de H>O, (0 .019M), dans lequel nous avons additionné
0.025ml de la source enzymatique.La réaction est contr6lée par spectrophotometre
d’absorbance a 240nm apreés chaque minute dans un intervalle de temps de deux minutes.
VI-1-3-Calcul

Une unité de 1’activité de la catalase est calculée par 1’équation suivante :
Activité catalase (K) = (2.3033/T) (log Ai/A3)
2. 3033 : coefficient d’extinction molaire.
T : Intervalle de temps en min
Al : Absorbance at=0
A2 : Absorbance a t= min ou 2 min
L’activité enzymatique du catalase =K/g de protéine (UX/g de protéine).
VI-2-Evaluation de 1’activité de la glutathion-s-transférases (GST)

Le dosage de I’activité enzymatique spécifique a été réalisé selon la méthode décrite par

(habig et al ., 1974).
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VI-2-2-Principe

La glutathion-s-transférase constitue une famille d'isoenzymes principalement
cytosoliques, qui catalysent des réactions de conjugaison entre une molécule exogéne
électrophile ou lipophile et un tripeptide : le glutathion réduit. Le substrat utilisé est le 1-
chloro-2,4- dinitrobenzéne (CDNB) préparé dans méthanol 95% en présence du glutathion
réduit (GSH), ’enzyme permet le transfert du glutathion riche en électron (GSH=GS +H) sur
le CDNB chargg positivement par gain d’un proton.
VI-2-3-Méthode de dosage

Un mélange de 1700 pl du tampon phosphate KH>PO4 (0.1M, pH 6.5) et de 100 pl de
CDNB (20 mM) a été préparé et incubé a 37 C pendant 10 min. A ce mélange, 100 pl du
glutathion GSH (20mM) est additionné puis la réaction est entamée par 1’addition de 100 pl de

Oéme

la fraction cytosolique (du foie) dilué a 1/1007".Le changement dans I'absorbance est
enregistré a une longueur d'onde 340 nm dans un intervalle dune minute pendant 5 minutes
contre un contrdle préparé dans les méme conditions avec du tampon phosphate. Les résultats
sont exprimés en Ul/ml de protéines selon la formule :

Activité totale de la GST (UI/ml)= [(DO schantiton=DO Bianc) / Vt.£d]/9.6%Ve
Vt : volume total de d’essai.
Fd : facteur de dilution.
Ve : volume de la source enzymatique.
9 .6 : constante d’extinction molaire du complexe formé.
VI-3-Détermination du taux du glutathion réduit (GSH)
VI-3-1-Principe

La concentration du glutathion est déterminée par la méthode colorimétrique de avec
modification dont le principe de la réaction consiste en l'oxydation du GSH par le 5-5’-
dithiobis 2-nitrobenzoique (DTNB), ce qui libere 'acide thionitrobenzoique (DTNB) (Figure
12) lequel a pH alcalin présente une couleur jaune foncée et peut étre déterminé

spectrophotométrique a une longueur d'onde 412 nm (Ellman, 1959).
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Figure 12: Réaction du MDA avec les molécules du TBA (gueye, 2007).
VI-4-2-Méthode de dosage

Pour ce dosage, on additionne a 0.5 ml de I’extrait enzymatique, 1,5 ml du milieu
réactionnel contenant 5% de I’acide trichloracétique, 0,125% d’acide thiobarbiturique et
0,52% de HCI. Le mélange est chauffé a 100°C pendant 30 min, aprés refroidissement, ce
mélange est soumis ensuite a une centrifugation de 10 min a 16000 rpm a 4C°, et la densité
optique est mesurée sur le surnageant a 532 nm. Le taux du MDA est calculé en utilisant le
coefficient d’extinction molaire de TBARS=1,5 6x10°M .
[MDA](pumol)=Abs*10°/15600
VII-Evaluation statistique

Les résultats quantitatifs des différentes évaluations réalisées in vitro ont été exprimés en
Moyenne et écart type. Ces résultats ont été traités statistiquement a I’aide du logiciel origine
6.0 par I’analyse des tests de student chaque lot par rapport le au témoin. Toutes les analyses
sont réalisées au seuil de signification de5 %. Pour la valeur p, des astérisques (*) sont utilisées
afin d’indiquer I’importance de la signification pour la comparaison des différents échantillons
avec les souris témoins.
-Différence non significative : p>0,05.
-Différence significative : * p <0,05.
-Différence tres significative : ** p <0 ,01.

-Différence hautement significative : *** p<0,001.
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I-Evaluation du poids corporel

Les valeurs des poids des animaux, aprés 10 jours de I’administration d’une dose unique
des deux pesticides deltaméthrine et cyperméthrine séparément ou en association sont
représentées dans le (Tableau S) et (Figure 13). Les résultats du traitement montrent une
augmentation non significative (p>0,05) qui atteigne 25,50 + 2,25 g chez les souris traitées par
la cyperméthrine, ainsi on a enregistré une diminution non significative (p>0,05) chez les souris
recevant de la deltaméthrine atteigne 24,82 + 1,74 g, par contre, une diminution significative
(p<0,05) a ét¢ observée chez les souris recevant I’association (DEL+CYP) qui atteigne 23,60 =
0,96 g, par rapport aux témoins.
Tableau 5: Variation des poids corporels (g) chez les souris témoins et traités par la

deltaméthrine, cyperméthrine et I’association des deux pesticides apres 10 jours de traitement.

Témoin Cyperméthrine Deltaméthrine Association
Groupe 1/25 DLsg 1/25 DLsg
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
25,33 25,50 24,82 21,48
Poids(g) + + + +
1,08 2,25 1,74 1,28
. —1 o . .
| - .
- 25 - *
\b_/l) -
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! =)
-
LB 15 -
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Figure 13 : Variation du poids corporel (g) chez les souris témoins et traités apres 10 jours du

traitement.
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observé une diminution significative (p<0,05) chez les souris recevant de la (CYP) donnée par
0,038 £0,001 pumol/mg de protéine, et une diminution significative (p<0,05) chez les souris
recevant de la (DEL) atteignant 0,0034+0,0059 pmol/mg de protéine, ainsi qu'une diminution
trés significatives (p<0,01) chez les souris recevant la association (DEL+CYP) avec un taux de
0,031 + 0,0088 pumol /mg de protéine.

Tableau 7: Variation de taux du GSH cytosolique hépatique aprés 10 jours de I’administration

de la deltaméthrine, cyperméthrine et ’association des deux pesticides.

Témoin Cyperméthrine Deltaméthrine  Association
Groupe 1725 DLso 1/25 DLsg
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
Concentration | 0,066 0,038 0,034 0,031
de GSH + + + +
(nmoV/mg de 0,013 0,001 0,0059 0,0088
protéine)
0.08 -
0.07 - ;
& 006 - *
£ 0.05 -! %
g g . ‘[ * * r
S 2 004 - |
E® T YP |
= 2 003 - EL '
7,3 i
2 0024 viIX
0.01 - ’
04 - —— — — f
T CYP DEL MIX |
Lots !

Figure 15 : Variation de taux de GSH cytosolique hépatique apres 10 de I’administration de la,
cyperméthrine, deltaméthrine et I’association des deux pesticides.
III-2-Evaluation de la malondialdehyde cytosolique (MDA)

Aprés 10 jours de I’administration d’une dose unique des deux pesticides deltaméthrine et
cyperméthrine séparément ou en association, les résultats sont représentées dans le (Tableau 8)
et (Figure 16). Les résultats obtenus montrent une augmentation trés significative (p<0,01) de

taux du MDA cytosolique au niveaux du foie chez les souris traitées par la cyperméthrine et
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I’association qui atteigne 3,625 + 0,0919 umol/mg de protéine, 4,75 = 0,2121 pumol/mg de
protéine, et aussi on a observé une augmentation significative (p<0,05) chez les souris traitées
par deltaméthrine qui atteigne 4,19 + 0,7071 pmol/mg de protéine, par rapport au témoin.

Tableau 8 : Variation de taux du ’MDA cytosolique aprés 10 jours de I’administration de la

cyperméthrine, deltaméthrine, et I’association des deux pesticides.

Témoin Cyperméthrine Deltaméthrine  Association
Groupe 1/25 DLs 1/25 DLsg
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
Concentration
de MDA 1,91 3,625 4,19 4,75
cytosolique + + + +
(pmol/mg de 0,0707 0,09192 0,707106 0,2121
protéine)
e ]
dkk |
g *k ‘,
3 . I |
g 4 |
38
K
= & | YP
a 27 JEL |
2 |
1 AIX
0 4+— — S e —
T CcYp DEL MIX
Lots

Figure 16 : Variation du taux de 'MDA cytosolique aprés 10 jours de I’administration de
cyperméthrine, deltaméthrine, et de leur association.
I0-3-Evaluation de ’activité enzymatique de la catalase cytosolique (CAT)

Le traitement des souris par la cyperméthrine et deltaméthrine et association a provoqué
une diminution hautement significative (p<0,001) de I’activité catalasique avec 0, 34 0,144
Ul/g de protéine, 0,250,281 Ul/g de protéine, et 0,091 + 0,0053 Ul/g de protéine
successivement, comparant aux souris témoin, le (Tableau 9) et (Figure 17) représentent les

résultats en relation.
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Tableau 9 : Variation de ’activité enzymatique de catalase cytosolique hépatique aprés 10 jours

de I’administration de la cyperméthrine, deltaméthrine, et de leur association.

Témoin Cyperméthrine Deltamethrine Association
Groupe 1/25 DL50 1/25 DL50
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
Concentration 5,74 1,65 0,71 0,38
de CAT + + + +
cytosolique 1,29 0,21 0,14 0,094
(Ul/mg de
protéine)
8 -
7 .
< 6 - .[ |
0
g o 5 -
= £
2 2 Yp
p— e 3 -
> | SEL
¥ 27 * AX
1- * |
0 - S— —_ — —
T CYP DEL MIX
Lots

Figure 17: Variation de ’activité enzymatique de la catalase cytosolique hépatique aprés 10
jours de I’administration de la cyperméthrine, deltaméthrine, et de leur association.
II-4-Evaluation de ’activité enzymatique de la glutathion -s- transférase (GST)

Aprés ’administration de la cyperméthrine et deltaméthrine ou association pendant 10
jours de traitement, les résultats ont été représentés dans le (Tableaul0) et (Figure 18). Nos
résultats montrant une diminution trés significative (p<0,01) du taux de GST chez les souris
recevant de la cyperméthrine qui atteigne 0,0982 +0,04288 Ul/ml de protéine, on a noté aussi
une diminution hautement significative (p<0,001) chez les souris recevant de la deltaméthrine,
et 1’association des deux qui atteigne 0,075 + 0,021 Ul/ml de protéine, 0,017 = 0,00632 Ul/ml,

de protéine comparant aux souris témoin.
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Tableau 10 : Variation du taux de GST cytosolique apres I’administration de la cyperméthrine,

deltaméthrine, et de leur association.

Témoin Cyperméthrine Deltaméthrine  Association
Groupe 1/25 DLso 1/25 DLsg
(n=5) (n=5) (0=5) (0=5)
GST 0,2525 0,0982 0,0755 0,017
(U¥/ml) + + + +
0,03774 0,04288 0,0219 0,00632
0.35 - |
|
0.3 -
) 1 T
o 025 -
E 2 o2 |
S w
ELB 0.15 =
2 & 015 * YP
7 I
3 0.1 - . ;
0.05 - MX |
0 -— e e s —
T CYP DEL MIX
Lots

Figure 18 : Variation de taux du GST cytosolique aprés 1’administration de la cyperméthrine,
deltaméthrine, et de leur association.
IV-Effet des essais sur les paramétres hémato-biochimiques chez les souris
IV-1-Exploration de la fonction rénale
IV-1-1-Concentration plasmatique de I’urée

Aprés 10 jours de ’administration des deux pesticides (DEL et CYP), d’une dose unique
séparée ou en association sont représentées dans le (Tableau 11) et (figure 19). Nos résultats
montrent une augmentation trés significative (p<0,01) de la concentration plasmatique de I’urée
avec les valeur 0,375+ 0,0070 g /1, 0,385 + 0,00707g/1, 0,45 + 0 g/l chez les souris traitées par

rapport au témoin.
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Tableau 14 : Variation de la concentration d’alanine aminotransférase aprés 1’administration de

la cyperméthrine, deltaméthrine, et de leur association.

Phcnltate at Aicanacian

Témoin Cyperméthrine Deltaméthrine Association
Groupe 1/25 DL50 1725 DLSO
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
Concentration 31,5 169.5 171,5 189
de TGO mg/l + + + +
2,1213 0,7071 0,7071 9 ,8994
|
250 - * " * % ]
i
200 - _ :
!
g 150 -
s @
- vp
= 5 100 '
83 JEL
8 = X
= 50
0 . I A I D
T cYpP DEL MIX
LotS

Figure 22: Variation de la concentration d’alanine aminotransférase aprés I’administration de la
cypernméthrine, deltaméthrine, et de leur association.
IV-2-3-Concentration d’aspartate aminotransférase (TGP)

Les résultats de I’administration de la cyperméthrine et deltaméthrine séparément et en
mixture pendant 10 jours de traitement sont représentés dans le (Tableau 15) et (Figure 23). On
a remarqué une augmentation significative (P<0,05) chez toutes les souris traitées donnée par
les valeurs 86,5 + 0,707 mg/l, 92,3 = 1,909 mg/l, et 92,25 + 1 909 mg/l successivement par

rapport au témoin.
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ITI-Discussion

Les pesticides sont des produits chimiques largement utilisés dans 1’agriculture pour
augmenter la production et le rendement de nourriture et dans la santé publique pour controler
les vecteurs de maladies. La diffusion de ces composés dans I’environnement par
contamination de 1’air, le sol, 1’eau et les produits alimentaires provoque 1’exposition continue
de la faune et des humains (Hernandes et al ., 2013).

Dans le cadre de ce travail, nous nous sommes intéressés a étudier la contribution de deux
substances actives appartenant a la classe des insecticides pyréthrinoides (deltaméthrine et
cyperméthrine) dans le changement des activités antioxydantes enzymatiques et non
enzymatiques dans le foie et aussi 1’impact de ces molécules sur la variation de certains
parameétres sériques.

La deltaméthrine et la cyperméthrine, et comme tout les autres pyréthrinoides synthétiques
de type II qui agissent principalement au niveau des canaux sodiques (Richardson, 2000).
Action toxique au niveau des axones par interférence avec le fonctionnement du canal sodium au
niveau du systéme nerveux, par stimulation de décharges nerveuses a répétition causant la
paralysie. L’inhibition des récepteurs des GABA est ainsi un mécanisme d’action proposé pour
les pyréthrinoides de la deuxiéme génération. Toutefois, en dépit de ce mode d’action sélectif,
les effets déléteres des pyréthrinoides se manifestent également par des dysfonctionnements
hépatiques et rénaux sévéres. 1l a, par ailleurs, €t€ montré que I’exposition aigue ou chronique a
ces insecticides induisait une élévation importante des transaminases AST et ALT (Saoudi et al.,
2011, Sankar et al,, 2012). L’exposition aux pesticides peut induire un état de stress oxydant
par production accrue des radicaux libres qui s’accumulent dans la cellule, altération des
mécanismes de défense antioxydante ; y compris la détoxication et les enzymes de balayage, ou
augmentation de la peroxydation lipidique suite a I’interaction entre les ERO et les membranes
cellulaires ou sous-cellulaires (Abdollahi et al., 2004).

La réduction du poids corporel est utilisée comme indicateur de la détérioration de 1’état
de santés générales de la souris. Les résultats obtenus d’aprés notre étude de 1’effet du
traitement par la deltaméthrine et 1’association sur le poids corporel des souris montrent qu’il
ya une diminution significative qui est due probablement & la réduction de la consommation
alimentaire au cours de I’expérimentation, ces résultats permettent de suggérer que la
deltaméthrine présente des effets néfastes sur le poids corporel des souris. Nos résultats sont
en accord avec 1’étude de (Al-Shinnawy, 2008), qui a ét¢ menée sur des rats traités par la
deltaméthrine pendant 6-18 jours.Les auteurs ont déclaré que les insecticides réduisent la

consommation quotidienne d’eau et des aliments, avec systématiquement perte du poids
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corporel des souris au cours de la période de traitement (Morgan, 2001). Des études
antérieures réalisées sur des rats adultes traités par des insecticides ont montré également une
diminution significative de leurs poids corporels (El-Demerdash et al., 2004 ; Saoudi et al.,
2011 ; Mossa et al., 2014)

Le foie, principal organe, est capable de neutraliser toutes les substances toxiques. Vu son
role dans la biotransformation des xénobiotiques environnementaux a savoir les pyréthrinoides,

le foie présente un grand risque de dommages (Karami-Mohajeri et Abdollahi, 2011).

Des ¢études antérieures réalisées sur les souris ont montré que les pyréthrinoides peuvent
induire I’endommagement du foie. Les résultats de traitement des rats par la deltaméthrine,
cyperméthrine et ’association des deux pesticides ont montré une diminution non significative
du poids de fois. Nos résultats sont en accord avec les autres travaux réalisés, selon Chargui et
ses collaborateurs en 2012, ils montrent que les pyréthrinoides comme les organophosphorés,
peuvent avoir des effets similaires sur les organismes exposés. Certaines études ont indiqué que
la perméthrine étant donnée comme pyréthrinoides de type I, administrée chez les rats méles
n’avait aucun effet sur le paramétre poids des organes en comparant avec les control. Nous
pouvons déduire a travers ces résultats que le traitement avec ces pyréthrinoides n’a pas d’effet
significatif sur le poids du foie. Ainsi autre travaux selon Salik et ses collaborateurs en 2009
ont rapporté que les rats traités par la méme dose de la deltaméthrine montrent une

potentialisation de 1’effet toxique et une diminution non significative du poids du foie.

Apres I’administration des deux pesticides deltaméthrines et cyperméthrines séparément ou
en mixture on a enregistré une diminution significative et aussi trés significative de taux de
glutathion cytosolique comparant aux témoins. Cette étude montre que le pyréthrinoides
provoque une diminution significative des niveaux du GSH dans le foie. Ce qui conforme avec
les résultats obtenus par plusieurs auteurs (Sharma et al ., 1991). Des résultats similaires ont été

rapportés avec des insecticides carbamates (carbofuran) (Rai et al ., 2009 ; Kamboj et al.,2008).

11 s’avére également que 1’augmentation de la peroxydation lipidique est une conséquence
de I’épuisement des réserves en glutathion réduit qui sont capables de modérer la LPO (Garg et
al., 2009). Par conséquent la réduction de la teneur en GSH est considérée comme un potentiel
biomarqueur du stress environnemental. Cette réduction est due a la conjugaison du GSH avec
les pyréthrinoides car le GSH joue un rdle important dans la détoxication des xénobiotiques en
tant que cofacteur pour la famille des GST et en tant qu’antioxydant important pour I’élimination

des ERO (Li et al ., 2010 ; EL-Demerdash et al., 2012).
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Le stress oxydant au niveau cellulaire traduit par une augmentation de la
malondialdéhyde (MDA), produit de la peroxydation lipidiques des membranes qui se fait au
niveau des structures membranaires au sein des cellules (riches en phospholipides contenant
des acides gras insaturés) qui sont susceptibles d’&tre altérées par les formes radicalaires
(Pelletier et al., 2004).

Les résultats de 1’administration de cyperméthrine, deltaméthrine et 1’association
indiquent une augmentation de MDA cytosolique. Ces résultats sont en accord avec I’étude de
Chialif et al., 2013, qui montre une augmentation de la concentration de MDA chez les rats
exposées a des faibles dose de pesticides, metribuzin. La pyréthrinoides est capable d’induire
un stress oxydatif intracellulaire (Medjdou et al., 2011). Chargui et ses collaborateure en
2012 ont rapporté que les rats traités par des doses différentes de la deltaméthrine par voie orale
chez les deux sexes des rats montraient un stress oxydant. Il est raisonnable de conclure que ces
insecticides peuvent agir comme oxydant ou radicaux libres dans les tissus provoquant le stress
oxydatif.

Les activités des enzymes antioxydantes sont aussi modifiées chez les rats exposés aux
insecticides, la cyperméthrine et la deltaméthrine entrainent une réduction significative de
I’activité de la catalase par rapport aux témoins. La cyperméthrine et la deltaméthrine
séparément ou en association entrainent une chute de I’activité de la catalase plus importante
que celle obtenue avec les rats témoins. La diminution observée de I"activité de la CAT pourrait
probablement étre due a I’utilisation de ces enzymes dans la conversion du H,O, en H,O (Garg
et al, 2009). Plusieurs études ont prouvé I’effet inhibiteur du méthomyl sur P’activité
enzymatique de la CAT dans différents organes et tissus chez les animaux d’expérience (El-
Khawaga, 2012).

Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par d’autres auteurs (Sankar et al., 2012). Datta
et al.en 2010 indiquaient une diminution significative de I’activité de la catalase chez des rats
traités par un pesticide organophosphoré par rapport aux témoins. De plus, Sankar et al en 2012
ont montré que la cyperméthrine administrée par voie orale chez les rats entraine une diminution
significative de ’activité catalasique. Il est bien connu que face au stress oxydant qui produit de
fagon massive des radicaux libres et especes oxygeénées toxiques, les enzymes antioxydantes
seront détruites et leurs concentrations chuteront (Delattre et al., 2005).

La famille enzymatique des Glutathions-S-Transférases est impliquée dans les processus
de la détoxification. En outre, une fonction importante de GST, en réponse au stress oxydant est
sa capacité de conjuguer le GSH avec les produits de la peroxydation lipidique (Manawadi et

Kaliwal, 2010). Nos résultats montrent une diminution significative et trés significative de
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Pactivit¢ de GST aprés traitement des souris par la cyperméthrine, deltaméthrine et leur
association. L’inhibition de I’activité enzymatique de la GST a été prouvée par plusieurs
recherches dans différents organes et tissus chez les animaux d’expérience aprés exposition aux
insecticides. En outre, cette diminution pourrait de plus loin contribuer a la peroxydation
lipidique augmentée, représentée par les niveaux accrus du MDA (Zaidi et Banu, 2004), et
méme elle refléte Iinsuffisance des niveaux de GSH (Garg et al., 2009).

Dans des études antérieures réalisées sur des souris recevant la cyperméthrine et
deltaméthrine séparé ou en association, on a enregistré une augmentation significative des taux
de TGP et TGO chez les souris traités par rapport aux témoins. Une cellule hépatique comporte
au niveau de sa paroi, la phosphatase alcaline (PAL). Ensuite au niveau du cytosol, se trouve
I'ALAT majoritaire et 'ASAT. Le taux sanguin dALAT est logiquement élevé en cas de lyse
des cellules du foie (cytolyse). aussi ’accroissement des taux de ces enzymes est en accord avec
les résultats de plusieurs recherches suite a 1’exposition au cyperméthrine et au deltaméthrine
d’une part (El-Fakharany et al., 2011 ; El-Demerdash et al., 2012) ,et autre exposition aux
différents insecticides d’autre part ( Fetoui et al.,2009 ; Saoudi et al., 2011).

La phosphatase alcaline (PAL) est responsable de la dégradation des esters de phosphate,
en plus, elle est utilisée comme indicateur de 1’état des voies d’absorption et de transport dans
la membrane cellulaire. La diminution significative et tres significative de 1’activité de PAL
chez les souris provoquée par la cyperméthrine et deltaméthrine est en accord avec les
conclusions rapportées par (El-Missiry, 1993 ; El-Fakharany et al., 2011; El-Demerdash et
al.,2012). D’autres études ont aussi montré la diminution de 1’activité de PAL suite a
I’exposition aux insecticides carbamates, comme le carbofuran (Brki¢ et al., 2008), et le
carbaryl (Eraslan et al., 2009). Ainsi, une autre étude représente la diminution de 1’activité
enzymatique de la phosphatase alcaline dans le plasma des rats recevant le méthomyl (Rahman
et al., 2000).

Le rein est un organe cible pour les composés xénobiotiques notamment les polluants
environnementaux suite au volume sanguin supplémenté élevé et leur réle en concentrant les
solutés. Cette susceptibilité du rein a la toxicité produise une variété d’effets toxiques rénaux
impliquant les cellules tubulaires et glomérulaire (Mohamed et al., 2003).

L’urée et la créatinine sanguines des animaux d’expérience sont parmi les parameétres
essentiels pour évaluer la fonction rénale et la filtration glomérulaire (Fingo, 1997).
L’augmentation des taux plasmatique en urée et en créatinine chez les rats exposés au méthomyl
est considérée comme biomarqueur de la dysfonction rénale et les dommages provoqués par cet

insecticide. Ces résultats sont en accord avec d’autres €tudes dans lesquelles le dommage rénal a
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été occasionné chez des ouvriers professionnellement exposés au méthomyl (Khan et al., 2008),
dans un cas de suicide (Makrides et al., 2005) et chez les animaux d’expérience (Fayez et
Bahig, 1991 ; El-Demerdash et al., 2013) suite & I’exposition au méthomyl.

Ces observations dans notre étude peuvent étre référées indirectement a 1’effet
hépatotoxique du méthomyl (données montrées), puisque ['urée est le produit final du
catabolisme des protéines. En plus, I’augmentation en urée et créatinine plasmatique indiquent la
capacité diminuée des reins de filtrer ces déchets du sang et de les excréter dans 1’urine.

L’évaluation de I’effet des deux pesticides administrés en association a montré que les
signes de toxicité sont beaucoup plus importants que ceux engendrés par les deux
pyréthrinoides administrés séparément. Ce qui nous laisse supposer une éventuelle synergie
entre les deux. Cette hypothése ne peut, toutefois, étre discutée faute de travaux qui ont été
étudié cette combinaison. En effet, si les effets des molécules séparées sont couramment
étudiés, les risques associés aux mixtures des pesticides sont loin d’étre estimés, par manque
d’études évaluant les effets de combinaison de pesticides, malgré une multi-exposition

constante de I’homme et des autres especes vivantes a ces substances (Canistro et al., 2007).
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Conclusion

La Cyperméthrine et la Deltaméthrine sont des insecticides de la famille des
pyréthrinoides employés contre les insectes nuisibles dans le terrain agricole, ce dernier
contenant des matiéres active chimique qui peuvent contaminer 1’écosystéme aboutissant
a l‘exposition humaine.

L’objectif de ce travail de recherche est d’évaluer les effets des deux pesticides
séparés ou associés sur les marqueurs de stress oxydatif (CAT, GSH, GST, MDA) et
aussi les marqueurs des atteintes hépatiques (TGP, TGO, PAL) et rénales (urées et
créatinine).

Les effets des deux pesticides ont été identifiés in vivo, le prélévement sanguin est
réalisé au niveau du sinus rétro-orbital de I’ceil a 1’aide d’un capillaire a hématocrite, pour
le dosage des paramétré sérique (TGO, TGP, PAL, urée et créatinine), Le foie isolé a été
utilisé pour déterminer le dosage de protéine, 1’activité enzymatique du (GST) et de la
(CAT), les taux de glutathion réduit (GSH) et de malondialdéhyde (MDA).

Par ailleurs 1’évaluation de 1’équilibre oxydant/antioxydant montre que les
pyréthrinoides sont responsables de 1’état de stress oxydant et de la peroxydation au
niveau hépatique, ce dernier aussi est impliqué dans D’apparition des altérations
fonctionnelles tant hépatiques que rénales. Les résultats obtenus montrent clairement
I’effet néfaste de deux pesticides sur le systeme défense antioxydant enzymatique et non
enzymatique présenté par la diminution significative voir trés significative de taux de
GSH, de I’activité enzymatique de la CAT et GST, et I’augmentation des taux del’ MDA.
On a enregistré aussi une augmentation des taux des parametres biochimiques hépatiques
(TGO, TGP) contre une diminution de PAL et une augmentation des concentrations

plasmatiques de [’urée d’une part, et de la créatinine de 1’autre part.

En perspectives : rait intéressant d’approfondir ces conclusio.  ar :
- L’exploration de l’effet des deux types de pyréthrinoides sur d’autres fonctions

biologiques (reproduction, systémes nerveux...).

- L’étude des altérations histologiques et méme des effets in vifro sur cellule humaine en

culture.
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Annexe I : Tampons et solution

-Préparation des Tampons

~-500 ml d'eau distillée contenant.

-K,HPO;.......... 1141g.
-KH,PO,............ 6.80g.
“KCl...ooovvirirnenn 1.17g.
-500 m] d'ean distillée.
-Na,HPO,............. 7.09g.
-NaH,PO,............ 6g
-Réactif de Bradford

-Bleu brillant de Commassie (BBC) G-250.
-10 ml éthanol (95).

-20 ml acide orthophosphorique (85).

-20 mg BBC compléter avec de ’eau distillée a 200ml.

-Préparation des solutions

-CDNB (20mM)

0202 g.ceveenn ... 50 ml d’méthanol (MM=202.6).

0.039 g...ocerrnnnnn. 10 ml d’ méthanol (MM=396.34).

03058 50 ml d'eau distillée.

208 100 ml d'eau distillée.

Anneves



Annexes

-TCA (5%)

5L 100 ml d'eau distillée.
-H,0; (19mM)

0,058ml................ 100ml d'eau distillée.
-TBA (0.67%)

0.678..ccccccieianns 100 ml d'eau distiliée.






Annexe III : Traitement Statistique

P valeurs de teste student de poids des souris

Annexeg

Groupe Cyperméthrine Deltaméthrine Association
poids des 0,89165 0,64135 0, 00382
souris(g)

P valeurs de teste student de poids des organes (foie)
Groupe Cyperméthrine Deltaméthrine Association
poids des organes | 0,14171 0,79082 0,75022
(foie) (g)

P valeurs de teste student de GSH
Groupe Cyperméthrine Deltaméthrine Association
Concentration de | 0,0057 0,0046 0,00480
GSH (pmol /mg)
de protéine

P valeurs de teste de student des MDA
Groupe Cyperméthrine Deltaméthrine Association
Concentration de | 0,0022 0,0453 0,0030
MDA (pmol /mg)
de protéine

P valeurs de teste de student des catalases
Groupe Cyperméthrine Deltaméthrine Association
Concentration de | 0,00078 0,00024 0,00016
CAT (umol /mg)
de protéine




P valeurs de teste de student de GST

Annevec

Groupe Cyperméthrine Deltaméthrine Association
GST (pumol /mg) | 0,00166 0,00018 0,00015
de protéine

P valeurs de teste de student de urée
Groupe Cyperméthrine Deltaméthrine Association
Concentration 0,00962 0,00854 0,00405
d’urée g/1

P valeurs de teste de student de Créatinine
Groupe Cyperméthrine Deltaméthrine Association
Concentration de | 0,00393 0,00119 0,04538
Créatinine mg/1

P valeurs de teste de student de Phosphatase alcaline
Groupe Cyperméthrine Deltaméthrine Association
Concentration 0,01778 0,00271 0,006
Phosphatase
alcaline mg/1

P valeurs de teste de student de TGO
Groupe Cyperméthrine Deltaméthrine Association
Concentration 0,00013 0,00012 0,00206
TGO mg/1




P valeurs de teste de student de TGP

Annavac

Groupe Cyperméthrine Deltaméthrine Association
Concentration 0,02282 0,01455 0,0166
TGP mg/l

Vi
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Théme
Recherche des effets toxiques d’une mixture binaire de deux pyréthrinoides

chez les souris

Résumé
Les insecticides de la famille des pyréthroides dont cyperméthrine et deltaméthrine sont parmi les
pesticides les plus couramment utilisés par les agriculteurs dans le traitement d’infestations
parasitaires. Elles sont des molécules neurotoxiques auxquels on attribue également des effets néfastes
sur le foie et le rein. L objectif de ce travail est d’étudier I’effet toxique des insecticides (CYP et DEL)
sur certains marqueurs du stress oxydant, la fonction hépatique et celle rénale. Pour ce fait, quatre
lots de souris méle ont été exposés, par voie orale & des doses 1/25DLsy de poids corporel de
cyperméthrine et de 1/25DLsy de deltaméthrine, pendant dix jours. Apres 10 jours de traitement, les
souris ont été sacrifiées pour prélever les échantillons.Nos résultats ont montré un état de stress

oxydant démontré par une augmentation de concentration MDA, et perturbation de systeéme défens |

antioxydant CAT, GSH, GST et aussi des effets hépatotoxiques (TGO, TGP et PAL) , et
néphrotoxiques (urées et créatinine).
Mots clés : pyréthroides, cyperméthrine, deltaméthrine, foie, rein, stress oxydant.

i

Abstract

Insecticides from the family of pyrethroids when cyperméthrine and deltaméthrine are the most
commonly used by farmers in the treatment of parasitic infestations. They are neurotoxic molecules
which are also claimed adverse effects on the liver and kidney. The objective of this work is to study
the toxic effect of pyrethroids insecticides (CYP and LED) on some markers of oxidative stress, liver
and kidney functions. To do this, four groups of male mice have been exposed, by oral route at doses
1/25DLso of cyperméthrine and of 1/25DLsy deltaméthrine, for ten days. After 10 days of treatment,
the mice were sacrificed for providing samples. Our results showed an oxidant stress disorder
demonstrated by increase in concentration of MDA, and disruption of antioxidant system defense
CAT, GSH, GST and alsohepato toxiceffects (TGO and TGP, PAL) and nephrotoxicity ( urea and
creatinine).

Keywords: pyrethroids, cyperméthrin, deltaméthrin, liver, kidney, oxidative stress.
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