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Introduction

INTRODUCTION

La pollution est devenue en quelques décennies I'un des problémes majeurs qui
menace notre globe terrestre, elle perturbe la stabilité des écosystémes et peut avoir des

conséquences irréversibles ( Benkroud et al, 2001).

En effet, la problématique environnementale fait actuellement ['objet des
préoccupations de I’humanité, parce qu’elle commence a percevoir les impacts et ainsi a

comprendre I’ampleur des répercussions possibles sur la santé et I’environnement.

Une multitude de polluants nuisibles, ainsi le cocktail des produits toxiques existants

dans notre environnement mériteraient de faire parler d’eux.

11 s’agit de produits chimiques industriels plus ou moins stockés capables de parcourir
des milliers de kilométres, contaminant par ce fait les sols, les sédiments marins et les tissus
des animaux, mé€me des régions éloignées. Or ces produits synthétisés pour tuer 1’organisme
visé , tels les insectes (insecticides) les champignons (fongicides), les mauvaises herbes
(herbicides) et bien d’autres organismes jugés nuisibles , ne sont pas sans impacts que ce soit
létaux ou sous létaux sur les organismes non ciblés , comprenant la flore , la faune terrestre
aviaires entomologique et aquatique , mais aussi pour nous ; les étres humains (Fabrice .,
2007).

Nous sommes tous exposés a différent niveaux a ces produits et ce par plusieurs voies
telles les denrées agricoles et I’eau que [’on consomme, I’air que ’on respire et le contacte
cutané avec des objets contaminés, parmi nous, certains sont plus susceptibles que d’autres,
ainsi, il existe plusieurs populations humaines pour les quelles I’exposition aux pesticides
est plus risquée. Parmi elles, on retrouve les personnes 4gés ou malades, les femmes
enceintes et les enfants. Les répercussions peuvent se manifester par la perturbation du
développement et du systéme respiratoire, nerveux, immunitaire, endocrinien et

reproducteur, ce qui peut déclencher une multitude de probleme (Bruxelles., 1992).

Les pesticides tuent chaque année, selon I’OMS 20.000 personnes dans le tiers monde,

dont 25.000.000 d’ouvriers agricoles sont gravement empoisonnés (Nishioka, et al .,2001).
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L’endosulfan est une substance active des produits phytosanitaires, appartient a la famille
de organochlorés et présente un effet insecticide, développé dans le milieu des années 50 en

France (Brignon ).

[’endosulfan est couramment utilisé comme pesticide sur les cultures vivriéres et non
vivrieres, c’est un pesticide homologué sur différentes cultures, son usage dans la région de

Jijel est beaucoup plus sur les pucerons et les mouches blanches des cultures sous abris.

La base des données toxicologiques relatives a I’endosulfan comprend des études

soumises par les titulaires et des études publiées.

Chez le rat I’endosulfan est fortement toxique en doses aigues, administrées par voie orale et

par inhalation, il est trés toxique par voie cutané chez le lapin (Dalsenter et al.,1999).

Selon les spécialistes dans la distribution et la vente des produits phytosanitaires de la
wilaya de Jijel, il y a un nombre d’agriculteurs qui ne respectent pas les bonnes pratiques
agricoles, les doses, le mode d’utilisation et le délai de sécurité, par ignorance, inconscience ou
par fausses recommandations par les prescripteurs ; le résultat est la survenue des accidents

toxicologiques, malheureusement non signalés par les agriculteurs.

Vu la toxicité de I’endosulfan observé seulement sans des études statistiques
affirmatives au niveau de la région de Jijel, nous nous sommes alors intéressé dans ce travail

a étudier ses effets toxiques sur les paramétres hépatiques et rénaux.

L’objectif de notre étude est de rechercher si I’administration d’une faible dose
d’endosulfan peut chez la souris Nmri Swiss albinos induire un stress oxydant dans le foie

et les reins et perturber ainsi les parametres tant tissulaires que biochimiques tels que :

* Le dosage des transaminases hépatiques rendant compte de Daltération des

endomembranes de la nécrose au niveau du foie.
= Ledosage del’urée et de la créatinine, deux bons marqueurs explorant la fonction rénale

*= Le malondiadehyde (MDA) qui est un marqueur renseignant sur l’intensit¢ de la

lipopéroxydation









Syathése Bibliographizue

: 4 4

i1.1. Généralités sur les pesticides

pesticides, qui sont des produits chimiques dangereux destinés & repousser ou tuer les rongeurs, s
champignons, les insecies ¢t "mauvaises herbes"(Fayard., 2006},

L'usage et la préparation des pesticides fait I'objet de régiementation et précautions particuliéres,
en raison de leur toxicité et parfois de Uinflammabilité des solvants. 1'ére des pesticides de
synthése débute vraiment dans les années 1930, profitant du développement de la chimie organicue
de syntheése et de la recherche sur les armes chimiques durant la premiére de la guére mondizde,
Les pesticides font 'objet d’usage géographiquement et temporellement ciblé, ce qui explique de
fortes variations régionales et saisonniéres dans la pollution de 'eau et de V'air par ces produzits
(Fayard., 2006).

IL1.1. Etymologie

L’étymologie du mot pesticide s'est construite sur le modeéle des nombreux mots se terminant par le
suffixe «-cide » qui a pour origine le verbe 1atin « caedo, cadere » et qui signifie « fuer ». On 1w a
adjoint la racine anglaise pest (animal, insecte ou plante nuisible) ou le mot frangais peste (fléau,
chose pemicieuse qui corrompt, maladie), provenant tous deux du latin Pestis qui désignait le fl&an
en général, et une maladie dangereuse en particulier, (cependant, Emile Littré dans son dictionnagre
de 1872-1877 citait aussi Corssen qui estimait que pestis venait de perdis (perdre, ruiner)( Fayazd,
2006).

11.1.2. Définition des pesticides

Le terme « pesticide » couvre un champ plus vaste et général que les expressions « produit
phytosanitaire » ou « produit phytopharmaceutique » car il englobe tous les produits,les substances
les matiéres et les microorganismes destinés a contrdler , détruire, amoindrir , attirer ou repousser
directement ou indirectement un organisme nuisible , nocif ou génant pour I’étre humain, 1a faunme ,
la végétation , les récoltes ou les autres biens, ou destinée a servir de régulateur de croissance de la
végétation et les médicaments vétérinaires destinés a protéger les animaux domestiques, gibiers ou
de compagnie (par exemple, le collier anti-puces pour chien). En outre derri¢re le nmot
« pesticide », de nombreux autres usages existent : T'entretien des routes, des aéroports ¢t des voues
de éhemin de fer , I'entretien des parcs et des jardins publics, les opérations de dératisation ou de

désinsectisation( Gray et al .,1983).
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11.1.3. Conception des pesticides

Un pesticide est composé  d’une cu plusieurs matiéres actives d’origine naturelle ou synthétique
auxquelles on a ajouté d’autres substances : produits de dilution, surfactants, adjuvants ... afin
d’améliorer leur efficacité, de faciliter leur emploi et de renforcer la sécurité du produit.

Les adjuvants comprennent des tensio-actifs, des adhésifs, des émulsionnants, des stabilisants, des
antitranspirants, des colorants, des matiéres répulsives, des émétiques (vomitifs) et parfois des
antidotes. La durée de vie des pesticides dépend de leurs ingrédients actifs et de leur type de
formulation. Leurs propriétés découlent pour l'essentiel de la structure de sa matiére active. Celle-

ci présente 3 parties :

» une structure active, qui assure {e pouvoir pesticide.
» des fonctions chimiques assurant la pIus ou moins grande solubilité dans I'eau.
» une partie support pour les deux autres conditionnant la solubilité dans I"huile (Tauw et al.,

1994).

11.1.4. Consommation des pesticides

Les tonnages utilisés dans le monde ont régulierement augmenté depuis 60 ans. Ils semblent
diminuer dans certains pays en Europe, mais il faut aussi tenir compte du fait qu'a dose ou poids
égal. Les matiéres actives d'aujourd'hui, sont beaucoup plus efficaces que celles des décennies
précédentes ; La France reste, en 20006, le deuxiéme consommateur mondial de pesticides, et
troisiéme en 2007, Presque autant que les Etats-Unis mais avec une surface agricole 10 fois plus
petite. La France et 1a Hollande sont les pays qui consomment la plus grosse quantité de pesticides
a I'hectare. L’ Algérie utilise chaque année une quantité de 5000 |1 d’endosulfan dont la quelle Jijel
consomme environ 800 1/an. Les pesticides les plus utilisés sont les désherbants. La molécule
active la plus vendue comme désherbant et la plus utilisée dans le monde est le glyphosate.
Aujourd’hui, selon la réglementation européenne, lors de 1’autorisation des pesticides, il est
nécessaire de s’assurer que lors d’un usage approprié¢ au but poursuivi, ils sont suffisamment
efficaces et n’exercent sur les espéces aucun effet inacceptable tel qu'une résistance ou une
tolérance indésirable et, dans le cas des animaux vertébrés, des souffrances inutiles et qu’ils
n’exercent aucun effet indésirable sur I’environnement, et en particulier sur la santé humaine ou

animal(Tauw et al ,1994) .
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f1.1.5. L’ utilité des pesticides

Lorsque toutes les alternatives a la lutte chimigue ne permettent pas de contenir une nuisance, on a
recours aux pesticides(Cirad et al., 2002).

I'utilisation des pesticides reste a I'heure actuelle une nécessité dont on ne peut pas s’en passer ils
sont utilisés essentiellement en agriculture, mais également pour I'élevage du bétails (traitements
antiparasitaires), pour la protection des denrées stockées, pour le traitement du bois, pour la lurte
contre les insectes vecteurs de maladies, pour assurer la salubrité des lieux ou encore pour

diminuer la pression exercée par plantes allergisantes ( Cirad et al., 2002).

I1.1.6. Les différentes classes des pesticides

I1.1. 6.1. Selon le type de Porganisme ciblé

{1.1. 6.1.1. Les insecticides

C’est le plus grand groupe de pesticides. Ils sont des substances actives ou des préparations avant
la propriété de tuer les insectes nuisibles |, leurs larves et/ou leurs ceufs en préservant les insecies
utiles comme les abeilles ( Bouny...2008).

La plus part de ces substances sont des neurotoxiques. Les insecticides, agissent principalement
par perturbation de la transmission de I'influx nerveux, par I'inhibition de I’acétylcholinestérase ou
en empéchant leur mue. Elles provoquent ainsi une hyperactivité générale, perturbent les
mouvements comme 1’alimentation et entralnant des tremblements, des convulsions aboutissant a

1a paralysie et & la mort de 1a cible (Cirad et al. , 2002).

11.1.6.1.2. Les fongicides
Les fongicides visent a éliminer les champignons et les moisissures nuisibles aux cultures. [I existe

une multitude de modes d'actions qui bloquent ou affectent I'organisme des germes pathogenes :

+ les fongicides multi sites {qui agissent sur plusicurs paramétres a la fois)
e ceux qui agissent sur la respiration mitochondriale

« ceux qui inhibent la synthese des stérols

e ceux qui inhibent la synthése des acides aminés

o d'autres qui perturbent la division cellulaire (Bouny.,.2008).

Les fongicides sont généralement moins toxiques pour 'homme que les deux autres gramds

groupes de pesticides ( Bouny .,.2008).
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11.1.6.1.3. Les désherbants (ou herbicides)

Les herbicides Sont mis pour lutter contre les plantes nuisibles sur les emprises, les pelouses, les
terrains de golf, les terres de cultures, les vergers et les plantations d’arbres (Bouny .,.2008).

Ces substances sont réputés comme dtant généralement moins violemment toxiques que les
insecticides (sauf des substances comme le paraquat et le diquat.). Ils sont néanmoins nombreux a

étre classés comme pesticides cancérigénes probables ou possibles(Franck et al . ,1992).

11.1.6.2. Selon le degré de la toxicité et la structure chimique

L'Organisation mondiale de la santé (OMS) classe les pesticides par dangerosité en se basant sur
leur dose létale médiane orale ou cutanée. Une mesure appelée DL50 est calculée en mesurant le
nombre de milliprammes de matiére active par kilogramme de masse corporelle, nécessaire pour
tuer 50 pour cent d'un échantillon test d'animaux, souvent des rats. Chaque pesticide est alors placé
dans une des quatre classes:

m la, extrémement dangereux;

= Ib, trés dangereux;

e [I, modérément dangereux;

& [II, légerement dangereux.

11.1.6.2.1. Les pesticides organochlorés —les pesticides polluants organiques persistants (pop)

Les pesticides organochlorés sont des produits chimiques tres toxiques qui contiennent des atomes
de carbone et de chlore 1iés ensemble. 1is ne se décomposent pas facilement, ils sont trés stables
chimiquement, et peuvent rester actifs longtemps dans I'environnement. IIs peuvent s'évaporer dans
les climats chauds, voyager a travers 'atmosphére et se déposer dans des environnements plus
froids. Au fur et a mesure qu'ils grimpent dans la chaine alimentaire, ils deviennent plus
concentrés. Ces pesticides sont des corps qui se présentent sous forme de poudres blanches ou
jaunitres plus ou moins cristallisées a odeur nulle ou exceptionnellement désagréables (Cirad et al

.,2002).

11.1.6.2.2.0rganophosphorés - Pesticides extrémement dangereux (Ia, Ib)
Ces pesticides sont beaucoup moins persistants que les organochlorés, mais ils sont également
beaucoup plus toxiques. Ces molécules qui contiennent un atome de phosphore sont en générale

des neurotoxiques mais certaines ont une action ovicide. Ils se présentent généralement sous forme

-
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de liquide, plus rarement a ’état solide (Cirad et al . , 2002).

Les organophosphorés sont des esters de ’acide phosphorique ou I’acide thiophosphorique_ Ils
agissent par accumulation de I’acétylcholine résultant de I'inhibition de I’acétyle cholinestérase
I’excédent d’ ACh entraine différents troubles et signes cliniques , dont la sévérité est plus ou meins
corrélée avec I'intensité de ’inhibition de la cholinestérase dans le sang , la relation précise ézant

fonction du produit(Wills et al .,1972).

I1.1.6.2.3. Les carbamates

Ce sont des esters de ’acide N-métylcarbamique.Ils agissent aussi en inhibant L’ AChE, mais l<urs
effets sur I’enzyme sont beaucoup plus facilement réversibles que ceux des organophosphesés.
Parmi les pesticides de cette famille on peut citer le Crbaryl, le Carbofuran, le Méthomyl ez le
propoxur. En fin certains peuvent €tre phytotoxiques lorsqu’elles sont mal employées. Certzins
sont peu toxiques alors que d’autre nécessite plus de précautions dans leur utilisation (Cirad et @i . |
2002).

Les signes de toxicité apparaissent plus rapidement et il y a un écart plus grand entre les doses
fatales et celles qui causent des effets mineurs pour les carbamates que pour les organophosphorss ;
pour cette raison, en termes de toxicité aigue, les carbamates sont des produits plus sfirs que les

organophosphorés (Frank et al .,1992). -

11.1.7. Comportement des pesticides

II.1.7.1. Dans I’environnement

Quelle que soit le lieu d’application d’un pesticide, seule une partie de la quantité épandue atteint
réellement la cible visée : herbe indésirable, insecte ravageur, champignon... Le reste du
produit est diffusé¢ dans les différents compartiments de I’environnement : air, sol, eau(Fabrice
et al.,2006).

11.1.7.1.1. Dans {’eau

L’eau est précieuse au quotidien, qu’il s’agisse de boire, se laver ou se baigner. I} faut limiter au
maximum Ja probabilité de retrouver des traces de pesticides dans les nappes phréatiques ou ies
eaux superficielles. Pour cela, il faut sensibiliser les agriculteurs aux bonnes pratiques, gui

consistent a utiliser le bon produit, 4 la dose préconisée et au bon moment, dans le respect des
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conditions d’emploi. Des solutions concrétes pour les agriculteurs existent. Par exemple,
’aménagement des zones cultivées (replanter des haies, laisser des zones herbeuses en bordure de

ruisseau) pour éviter le risque de ruissellement et d’infiltration des pesticides (Fabrice et al., 2006).

11.1.7.1.2. Dans Vair

Lorsqu’un pesticide est pulvérisé, une part de produit peut se volatiliser. Le risque de pollution est
modulé selon certains facteurs climatiques comme par exemple le vent ou la sécheresse. Il faut en
tenir compte lors du traitement. Il est conseillé également de vérifier le réglage du pulvérisateur
avant de commencer. Lors de pluie ou lorsque la vitesse du vent dépasse certains niveaux, tout

traitement est déconseillé (Fabrice et al.,2006).

11.1.7.1.3. Dans Le sol

Les pesticides sont utilisés, comme nous venons de le voir, pour protéger les cultures. Ils agissent
parfois au niveau des racines. 11 faut donc prévoir leur comportement, ¢’est-a-dire la maniére dont
ils se dispersent et se décomposent, pour ne pas mettre en danger la faune ou les ressources en eau.
Les fabricants effectuent des tests au laboratoire, mais aussi en plein champ pour cemer le
comportement du produit (son mouvement et son temps de dégradation dans le sol). Ces tests sont
réalisés dans différents types de sols, car les caractéristiques du milieu de culture ont une influence

sur le comportement du pesticide ( Fabrice et al.,2006).
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Fig 01.DEVENIR DES PESTICIDES DANS L’ENVIRONNEMENT
(Balland ct al .,1998)
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11.1.7.1.4. Biodégradation des pesticides

Une fois daos le sol, les pesticides se décomposent progressivement. Pendant la dissipation. la
concentration de pesticides & un certain endroit (sol, plante, atmosphére) diminue en raison de la
cambinaison des activités biologiques, physiques et chimiques, comime la photodécomposition en
d’autres produits chimiques. La vitesse de disparition. ou le degré persistance d’un pesticide,
dépend d’un certain nombre de facteurs qui peuvent étre mécaniques, chimiques ou biologiques
(Balland et al .,1998).

On peut identifier 2 processus de dégradation :

o La biodégradation : les matiéres actives sont dégradés sous I'action des micro-organismes
du sol ; ¢’est de loin le processus de dégradation le plus important.

o [a dégradation abiotique (qui ne fait pas intervenir d’organismes vivant) : les matiéres
actives sont dégradés sous [’action du rayonnement solaire (photolyse) ou dans I’eau
(Balland et al .,1998) .

I1.1.7.2. Dans organisme (Fig 02 )

11.1.7.2.1. les voies de pénétration

L'homme peut €ire expos¢ aux pesticides par voie respiratoire, cutanée et orale dont I"importance
respective varie selon le type de formulation, les propriétés physico-chimiques, le transfert a
travers la chaine trophique et les modalités d’application.

En effet, I’exposition par les voies respiratoires constitue la voie d’intoxication la plus

rapide et la plus directe. Les pesticides qui sont normalement appliqués sous forme d’aérosol, de
brouillard ou de gaz peuvent facilement étre inhalés (Dialyna et al .,2004).

Les produits toxiques vont passer directement dans la circulation en raison du contact étroit entre le
sang et ’air alvéolaire. A coté de ces voies de pénétration naturelle, existent d’autres voies qu'on
peut nommer expérimentales. Il s’agit en fait des voies: Intra péritondales, intraveineuse,

intradermique, intramusculaire (Isabele et al.,2007) .

11.1.7.2.2. Les pesticides et ’alimentation
Les tomates, les salades et d’autres fruits et 1égumes, produits en plein hiver, indépendamment des
cycles naturels sont trés sensibles pour les faire pousser, on utilise une quantité impressionnante de

pesticides dans les légumes au deld des normes permises. L’importance des résidus dans I’alimenz

10
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dépend de la nature des pesticides utilisés, et des modalités d’application, des délais entre
application, récolte et utilisation et des habitudes culinaires.

Bon nombre de résidus restent présents méme apres lavage, épluchage et cuisson. Ce qui constitue

un risque pour I’homme (Stenerson et al ..2004).

11.1.7.2.3. Bioaccumuliation

L’un des phénoménes fondamentaux liés aux pesticides dans les chaines trophiques est la
concentration progressive des toxines le long de ces chaines et dans les derniers maillons de ses
chaines, encore appelée bioaccumulation .Les produits concentrés ainsi ne seront pas ou peu
éliminés, on les retrouvera donc dans les corps graisseux de I'animal ou dans les tissus végétaux.
Les pesticides diffusent dans [’ensemble des tissus riches en graisse, notamment le foie et le tissu
nerveux. Le tissu adipeux constitue un compartiment de stockage et de distribution secondaire

(Julien.,1995).

11.1.7.2.4. Métabolisme

L’organe principal impliqué dans les processus de transformation des 'pesticides est le foie, grice a
son équipement enzymatique important contenu essentiellement au niveau des microsomes
hépatiques il représente le siége du catabolisme des pesticides. Le schéma du métabolisme des
pesticides comprend en général des réactions d’hydroscylation, d’oxydation, d’hydrolyse et de
conjugaison. Si ces transformations conduisent dans la plus part des cas & une détoxification du
« poison », elles peuvent parfois donner lieu & un composé de toxicité identique, moins marqué ou

alors plus marqué que celle du composé primitif (Hayes .,1982).

11.1.7.2.5. Distribution

Les pesticides ont tendance a se répartissent dans tous les niveaux de I’organisme intoxique. Pour
certains d’entre eux la distribution se fait de maniére préférentielle .Ainst le tissu adipeux
représente le site de stockage privilégie de la pus part des organochlorés. Il faut toute fois noter que
la rétention de ces pesticides par le tissu adipeux est limitée et représente en mécanisme de

protection éloignant Ja substance toxique de ces organes cibles (Hayes.,1982).

11.1.7.2.6. Les voies d’élimination des pesticides

Les pesticides sont éliminés quand ils ne sont pas stockés par trois voies principales :

11



Syntheése Bibliographique

= Elimination par voic Rénale

. -

IMInaion par voie respiratoire

i
it

[

= Elimination par les glandes mammaires

Mode de Pénétration | «—————— Kespirateire
-~ : :
Digestive
+«——  Cutané
&

Distribution
Elimination Aprés Elimination Sans
Transformation Transformation
Y
Stockage
Différents organes Tissu adipeuse

Fig 02. Devenir des pesticides dans I’organisme.

I1.1.8. Toxicité des pesticides

Si le role des pesticides est d’abord apparu essentiel pour le développement de I’agriculture, lew:
effets secondaires nocifs ont été rapidement mis en évidence. Leur toxicité, liée a leur structure
moléculaire, ne se limite pas en effet aux seules espéces que I’on souhaite éliminer. Ils sont
notamment toxiques pour homme. Leur impact et leur toxicité dépend a la fois de leur mode
d’action, de leur persistance dans le temps et de leurs sous-produits de dégradation lesquels scnt
parfois plus toxiques et se dégradent moins vite que le composé initial. Leurs effets sur le vivant

sont, eux aussi, encore trés mal connus (George ., 2007).
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11.1.8.1. Toxicité aigue

Qui est estimée en général par la dose du pesticide en mg/Kg de poids corporel nécessaire pour
tuer 50% des animaux expérimentaux (DL 50) .Ce critére varie en fonction de plusieurs paramétres
(nature du pesticide, espéce anomale considérée, mode d’administration).

Les signes cliniques de ['intoxication furent : hyperglycémie, urémie, coma, survenant une heure
apres, respiration rapide et superficielle, le décés est survenu a la 9 éme heure (Bradman et al
.2003)

11.1.8.2. Toxicité chronique

L'effet chronique, quand a lui, se développe sur une longue période de temps, persistant plusieurs
années aprés l'exposition initiale. L'effet peut étre relié & une exposition 4 long terme ou répétée
d'un pesticide a faible dose, ou & une exposition a dose élevée pendant un court laps de temps. Les
effets chroniques des pesticides sur la santé sont typiquement le cancer, la perturbation du
développement du feetus et de I'enfant et le déréglement des systémes reproducteur, endocrinien,

immunitaire et/ou nerveux central (Bradman et al .,2003)

I1.1.9. ‘L’impact des pesticides

De tous les facteurs de risques imprégnant notre environnement et menagant notre santé, la
pollution par les pesticides du sol, de l'eau, de I'ensemble de la chaine alimentaire et méme de I'air
que nous respirons ainsi que l'ean de pluie, est assurément I'un des plus préoccupants (Jawichi.,

2006).

f1.1.9. 1. Impact sur 'environnement

Les pesticides peuvent &tre responsables de pollutions diffuses et chroniques et/ou aigu€s et
accidentelles, lors de leur fabrication, transport, utilisation ou lors de I'élimination de produits en
fin de vie, dégradés, inutilisé ou interdits. Les pesticides, leurs produits de dégradation et leurs
métabolites peuvent contaminer tous les compartiments de 'Environnement :air ,eaux et sol. Les
effets toxiques des pesticides sur l’écosystéme seront a terme susceptibles d'entrainer une
modification des équilibres écologiques (la disparition d'espéces clés ou I'élimination de prédateurs
par exemple), une diminution de la productivité de l'écosystéme, une altération des capacités de
reproduction de certaines espéces, voire la disparition des espéces les plus sensibles (Carole.,

2001).
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11.1.9.2. Impact sur la santé
La recherche scientifique qui fait €tat des répercussions des pesticides sur [a faune indique Sue
ceux-ci agissent sur la reproduction, la croissance, le développement neurologique, le
comportement, ainsi que sur ie fonctionnement des systémes immunitaires et endocriniens.
Les risques sont pires pour les personnes quotidiennement en contact avec les pesticides, commne
les agriculteurs. Les effets de ces produits sur leur santé : allergies, vomissements, toux, g&ne
respiratoire, atteinte d'un organe ( Extonext .,1993).

o Sur le systéme nerveux
Elle peut se manifester par une capacité intellectuelle réduite, une moindre adaptabilité sociale, ime
réactivité aux stimuli de ’environnement (Porter et al., 1999).
Les symptomes d'une exposition aigué sont indiscernables de symptomes d'autres cyclodienes .11
s'agit notamment de manque de coordination, voire une perte de la capacité a se lever (_EXIOE&Xt
.,1993).

e Sur la reproduction et la fertilité
Selon certains auteurs les pesticides pourraient exercer une influence sur la mortalité et le retard de
croissance infantile, notamment en ce qui concerne les pesticides organochlorés (Lorente., 2006}

e Pesticides et cancers
De nombreuses études épidémiologiques menées dans différents pays ainsi que des méta-analyses
récentes montrent que les utilisateurs de pesticides sont plus souvent atteints par certains cancrs
que la population général (Pluygers et al.,1994).
C’est le cas du cancer de 'estomac, de la prostate], de la vessie, du cerveau, des lévres. de
certaines leucémies. Par contre, certaines études laissent suggérer que le cancer du poumon ne
serait pas lié & une exposition aux pesticides ( Lee et al .,2006).

e Induction du stress oxydant par les pesticides
Le stress oxydant se définit comme étant un déséquilibre profond de la balance entre les pro
oxydants et les antioxydants en faveur des premiers, ce qui conduit a des déghts cellulaizes
irréversibles { Kohenet. al.,2002 ). Ce déséquilibre n’est que transitoire et est comblé soit par
Pacceptation d’un autre électron soit par le transfert de I’électron libre sur une autre molécule. ia
probabilité autres ces deux possibilités dépend essentiellement de Iinstabilité des radicaux libres ,
ces radicaux libres qui sont définis comme des espéces chimiques contenant des électrcans
célibataires non appariés au niveau de ses orbitales électroniques périphériques vis-a- vis d’antes

molécules ( Klein et al .,2003 ).
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[1.2. L’endosulfan Pinsecticide choix de notre étude

11.2.1. Présentation de Ia substance

I’endosulfan est un hydrocarbure cyclodiene chioré, de la famille chimique des organochlorés non
svstémique, contenant seulement une double liaison organochloré (Extonext et al .,1993). C’est un
insecticide et un acaricide de large spectre d'abord inscrits a 'utilisation aux Etats-Unis en
1654 de commander les parasites agricoles d'insecte et d'acarides sur des une série de
champ, fruit, et récoltes végétales, et se présente sous forme de Cristaux , stables a la lumiére
et insolubles dans I’eau. Sa couleur est creme pour brunir et elle sent comme turpentine.
L’endosulfan de Technique catégorie se compose de deux isomeéres stéréotomiques :a
endosulfan et 8-endosulfan, dans les concentrations approximativement de 70% et de 30%,
respectivement. D’autres composés peuvent également étre présents a 1’état d’impuretés
endosulfan alcool et endosulfan éther (Les isoméres alpha et béta, peuvent étre métabolisés en

endosulfan sulfate et en endosulfan diol. Contrairement & I'alpha- et au beta-endosulfan, ces

métabolites sont sensibles a une photolyse (Extonext et al .,1993).

11.2.2. Mode d’action

L' endosulfan est un pesticide qui agit comme un poison de contact ou d’ingestion sur une grande
variété d'insectes et d’acariens, son mode d’action vise a bloguer les récepteurs du

eurotransmetteur acide 4-aminobutanoique (GABA) du systéme nerveux central (Agritox .,2007).

11.2.3. Propriétés physicochimiques
Les caractéristiques physico-chimiques dont ['ordre de grandeur est indiqué ci-aprés, influencent

les risques de transfert de cette substance active vers les eaux, et le risque de pollution des eaux.

11.2.3.1. Propriétés chimiques

v' Nom chimique : 6,7,89,10,10-hexachloro-1,5,5a,6,9,9a-hexahydro-6,9-méthano- 2,3,4-
‘benzo-dioxathiepin-3-oxide) Il existe sous deux formes stéréoisomériques, soit i'alpha-
endosulfan {(a) ou le béta-endosulfan (f). Le rapport isomérique (a:B) de la mati¢re active
(m.a.) estde 2:1.)

v' Formule brufe : CoHyClgO5S
v' Formule développée : (Fig .03)
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Fig .03 Endosulfar (Agritox .,.2007).

11.2.3.2. Propriétés physiques

v' Etat physique : se présente sous forme de cristaux bruns, stables a la lumiére, modérémers
volatil dans l'air et relativement peu solubles dans l'eau.

¥ L'endosulfan présente une affinité moins prononcée pour les lipides que la phupart des
pesticides organochiorés apparentés. Par conséquent, il .existe un moindre risque de
biocamplification et d'accumulation de I'endosulfan dans les chaines alimentaires terrestres.

v" Durée de demi-vie : 120 jours. Ce paramétre, noté DT50, représente le potentiel d=

dégradation de cette substance active, et sa vitesse de dégradation daus le sol.

v L'endosulfan est facilement absorbé par le tractus gastro-intestinal et distribué vers les reins
et le foie, et dans une moindre mesure, vers d'autres tissus. Cependant, des différences de
distribution ont été observées entre les isoméres, mais aussi pour ce qui conceme les

métabolites (Agritox .,2007).
I1.2.4. Production et utilisation

11.2.4.1. Production

L'Endosulfan est fabriqué a partir d'hexachloro cyclopentadiéne par réaction diénique avec le
butane-diol, suivie d'une cyclisation avec du chlorure de thionyle et cis-buténe-1.4-diol., s2

production a été estimée a ~10 000 tonnes par an au milieu des années 1980 (ATSDR., 2000).

11.2.4.2. Utilisation

Grace a ses propriétés insecticides et acaricides I’endosulfan est utilisé dans le domaine de
Pagriculture pour e traitement des plantes non vivricres et vivriere cultivées en serres, cultures en
milieu terrestre destinées & la consommation animale ou humaine comme par exemple : les grandes

cultures; les arbres fruitiers et les cultures 1égumiéres (Agritox .,2007).

11.2.5. Consommation de la substance
Les quantités consommées pour chaque pays de [’'union européenne ont été publides dans ke

rapport Umweltbundesamt de 2004, et ce, pour les années 1994 & 1999. Chaque année I’ Algérie
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consomme une quantité d’environ de 50001 d’endosulfan dont la quelle Jijel utilise 800I
.L’utilisation de I’endosulfan dans "union européenne n’a cessé de décrofire au cours des derniéres
années. A ce jour, la substance est encore autoris€e dans sept €tats membres mais il a été envisagé

que cette autorisation soit retirée par les Etats membres en 2006(ACTA., 2004).

11.2.6. Devenir de Pendosuifan

11.2.6.1. Devenir dans Penvironnement

Principalement en raison de son utilisation comme pesticide, l'endosulfan se retrouve dans
I'environnement, ot il est décelé dans ['atmosphére, le sol et les sédiments.

L’endosulfan peut étre transporté sur de longues distances par voie atmosphérique mais est
relativement immobile dans les sols. Dans les conditions naturellesi’assimilation directe
d’endosuifan depuis le sol par les plantes ainsi que le transport au sein des végétaux est négligeable
Contrairement a certains autres composés organo-chlorés, I’endosulfan ne s’accumule pas dans la
chaine alimentaire et est rapidement €liminé en cas d’ingestion. Ce pesticide est jugé moyennement
dangereux pour les insectes auxiliaires et trés dangereux pour les poissons et le gibier

(ATSDR.,2000).
L’endosulfan peut se trouver dans les trois compartiments suivants : I’air, I’eau et le sol.

e Dans le compartiment aérien
Une partie trés importante de I’endosulfan s’évapore des cultures traitées et se trouve transportée
dans ’atmosphére sur de longues distances En effet, ces deux stéréo-isoméres sont relativement
résistants a la photo dégradation (UNECE., 2003).

¢ Dan le sol

Dans le sol, I’a-endosulfan a un temps de demi-vie (60 jours) plus court que le $-endosulfan(900
jours). Au contraire des deux compartiments précédents (air et eau) le transport dans le

compartiment sol est trés faible (Who., 1984).

e Dansl’eau

Le temps de demi-vie des deux stéréo-isoméres de I’endosulfan dans I’eau naturelle est estimé de 4
a 7 jours. Néanmoins, & pH bas et dans des conditions anaérobiques, le temps de demi-vie peut

atteindre 5 mois (ATSDR., 2000).
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11.2.6.2. Devenir dans Porganisme

L’endosulfan peut pénétrer dans I'organisme vivant a {ravers les voies d’exposition (inhalation,
voie orale, voie cutané...). Son absorption est trés lente et incompléte environ 40 a 67%
d’endosulfan est absorb¢ en 48h par le tractus gastro-intestinal et elle devient rapide en présemce
d’alcool, d’huile ou émulsifiant. La résorption est aussi lente, elle méme favorisée par les graisses.
L’endosulfan résorbé sera distribué vers les reins et le foie, et dans une moindre mesure, vers
d'autres tissus. Dé€s qu’il arrive dans le foie, une partie de ’endosulfan se métabolise rapider=nt
en se transformant selon deux voies métaboliques pour former soit des sulfo conjugués; soit des
conjugués polaire et des conjugués sans soufre{(ATSDR., 2000).

Les métabolites de I’endosulfan et méme {’endosulfan non métabolisé sont éliminés a travers les
urines (10 & 13%), la bile (29 &2 47%) ou excrétés dans la maticre fécale(15 a 22%) aprés quelques
jours voir une semaine de la pénétration. Grice a cette élimination rapide, il n’existe pas de risque

de bioaccumulation (ATSDR., 2000).

11.7.Toxicité

L'endosulfan est une substance fortement toxique. L'organisation mondiale de la santé (OMS)
classifie 'endosulfan dans la catégorie Il (modérément dangereuse). L'Agence pour la Protection
de I'Environnement des USA (USA EPA) la classifie comme catégorie 1B (fortement dangere:)
pesticide. L’endosulfan est un produit chimique trés toxique pour tous les organismes. Ceme
toxicité est en partie tributaire de la maniére avec laquelle le pesticide est administré L’endosulfzn
dilué dans les huiles ou les émulsifiants est plus toxique que ’endosulfan administré tel qu’il st
D’une fagon générale, ’isomeére a est apparu plus toxiques que I’isomére . Cependant, les études
de toxicité subaigu€s et chroniques de I'endosulfan chez les animaux suggérent que le foie, i=s

reins, le systéme immunitaire, et les testicules soient les organes de cible principanx

(ATSDR.,2000).
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il.3. Exploration de Ia fonction hépatique et rénale
fi.3.1Hépaiique
Le foie est un organe abdominal impair, asymétrique et métabolique complexe qui effectue le plus
grand nombre de transformations chimiques, responsable de la mise en réserve et de la distribution
des nutriments en provenance de {’intestin, de la biotransformation et de I’élimination des déchets
endogeénes et exogeénes d’ott il devient I’organe principal de détoxification et d’épuration (Ader et
al., 2003).
I1.3.1.1. Fonctions du foie
Du fait de I"'importance de sa masse cellulaire, et de sa richesse en enzyme, le foie assure de
nombreuses fonctions que I’on peut classer comme suit :

¢ Fonction métabolique
Le foie est ’organe essentiel et central du métabolisme des glucides, des protéines et des lipides
(Wright .,1980).

o Fonction de détoxication
L’hépatocyte permet fa détoxication de nombreuses substances grace a des mécanismes produits
toxiques se font soit avec I’acide glucuronique, soit avec de ions sulfate ; ainsi sont neutralisés
divers médicaments assure ainsi la glycuro-conjugaison des pigments biliaires produits par les
cellules de Kupper et les macrophages bordant de la rate, déchets de I’hémoglobine évacué par la

bile (Lu. , 1991).

11.3.1.2. Exploration Biochimique du foie

Par le r6le clé que le foie exerce sur le métabolisme intermédiaire , un trouble hépatocytaire risque
d’entrainer de nombreuses anomalies biochimiques .ces anomalies se traduisent par des variations
dans les concentrations sanguines de plusieurs enzymes et substances élaborés dans le foie.

Donc I’étude de ces paramétres peut nous donner beaucoup d’informations sur I’état du foie.

e Les transaminases

Les transaminases sont des enzymes catalysent le transfert du radical NH2 d’une fonction amine
sur un récepteur cétonique,.le dosage des enzymes transaminases est un

indice de I"importance de la distruction hépatocytaire (Jadot.,1994)
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Le TGP est exclusivement hépatique tandis que le TGO est présent dans plusieurs tissus : coeur .
rein, foie, cerveau et squeiette(et méme dans I’hépatocyte, le TGP est un enzyme cytopiasmique .
tandis que le TGO se trouve surtout dans le cytoplasme que dans les mitochondries (lexa et al
..1989).

Les activités des TGO et TGP dans les globules rouges sont respectivement de 15 et de 7 fois
supérieure a celles du plasma .il faut donc éviter I’utilisation de tout sérum hémolysé. Ces deux

enzymes sont les plus détectables au cours d’une hépatotoxicité aigue (Benhamou et al . , 2000).

11.3.2. Rénale
Le rein est un organe sous forme d’haricot, de couleur brun rougeétre entour€ de tissu cellulo-
graisseux mesurant entre 10 et 13 centimetres de long pour environ cing centimeétres d'épaisseur.

Cet organe filtre le sang et le débarrasse de ses impuretés.

11.3.2.1. Fonctions des reins

Le rein a principalement trois fonctions:

e Filtration: il assure 1'épuration des déchets nitrés du sang (sous forme d'urée) par
¢limination dans l'urine. L'absence de cette fonction provoquerait un auto-empoisonnemens
(Blandino et al .,2002) .

¢ Endocrine: les reins synthétisent de la rénine, hormone vasoconstrictrice (ce qui permet
d'augmenter la pression sanguine, donc la perfusion rénale), et participent a la

transformation de la vitamine D3 (Blandino et al .,2002) .

11.3.2.2. Exploration biochimique des reins
II faut doser dans le sang (prise de sang) la quantité de déchets qui restent : deux sont facilement
dosés, c'est {'urée (urémie) et la créatinine (créatininémie). L'urée provient de la dégradation des

protéines et la créatinine est un déchet des muscles(Chow et al .,2001).

e Urémie : la normale est <5 mmol/l. Elle refléte imparfaitement la fonction du rein car de
trés nombreux facteurs, autre que le rein, peuvent l'influencer.
o Créatininémie : le meilleur reflet de la fonction rénale; Sa normal dépend de la masse

musculaire de I'individu. La normale est en général < 110 pmol/l (ou 10 mg/l); toutefois,
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une créatininémie de 110 chez une vieille dame est trop élevée (car elle n'a que trés peu de
muscles) alors qu'une créatininémie de 130 peut €tre normal chez un individu particuliérement
musclé. Ce qui compte, c'est I'évolution, ou mieux le calcul de la clairance de la créatinine. On peut
estimer qu'un doublement de la créatininémie correspond & une diminution de moitié de la fonction
rénale .Le dosage de l'urée et de la créatinine dans le sang permettent d'apprécier facilement, et

pour un coiit réduit, la fonction des reins(Chow et al .. 2001).
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Matériel et Méthodes

I MATERIEL ET METHODES

L’¢tude expérimentale a été effectuée au niveau de [’animalerie et au laboratoire de biochimie du
département de biologie, 4 I'université de Jijel. Elle est consacrée pour évaluer 'effet de
’endosulfan sur les parameétres hépatiques et rénaux chez la souris. Quelques paramétres sériques
marqueurs de la fonction hépatique et rénale ont ét€ analysés tels que les enzymes (TGO, TGP.
urée, créatinine, ygt, MDA).

IIL1. Matériel

III. 1.1. Matériel chimique

La dose qui a été choisi au début de notre étude €tait de 4mg/Kg, cette derniére a causé un taux de
mortalité de presque 80% ; ceci nous a obligé d’adopter une autre dose ; soit 2mg/Kg.

Cette dose d’endosulfan a été obtenu en ajoutant la quantité désirée de la solution mere

d’endosulfan (3.5ml) dans un volume de 25.89 ml d’eau distillée, selon le protocole suivant :
o préparation de la solution diluée d’endosulfan

e calcul du volume de la solution meére d’endosulfan

La moyenne du poids des souris est de ’ordre de 31.44g

1.14ml de la solution mére d’endosulfan *1000g
V ml! d’endosulfan » 31.44
31.44 *1.14
vV = =0.035ml d’endosulfan
1000

Le volume nécessaire de la solution mére d’endosulfan est de I’ordre de 0.0358ml.

e Calcul du volume d’eau distille

Le volume doit étre compléter a 0.3ml par I’eau distille donc le volume d’eau distille a compléter
nécessaire pour une seule administration est :

0.3-0.0358=0.2642ml d’eau distillé
Le volume totale pour toute les souris pendant la période de 14 jours est de :
0.2642*7*14=25.89ml d’eau distille
Le volume totale pour toute les souris traités est :

0.0358*7*14=3.5ml de la solution d’endosulfan
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Donc la solution d’endosulfan diluée est constituée par 3.5ml! de la solution mére d’ende=ulfas

complété par 23.89ml d'eau distilide, chaque souris recoit 0.3ml guotidiennement pendent 4

fon]

jours.

L 1.2. Matériel de laboratoire

Tout le matériel et les réactifs utilisés anpartiennent au Iaxhomtoire de hiochimie du dédparzomens

L1, 3.1, Entretient des animanx

L étude a été réalisée sur des souris albinos femelles de souche swiss, provenant de I'=:stitn
Pasteur {Algeride poids corporel compris entre 28.9 et 38.G65g. Les 14 souris sont élevés dans
deux cages métalliques, ou ils regoivent de la nourriture sous forme de croquettes et librerment de
I"eau .Les cages ont ¢€t€ nettove chaque 03 jours, avec renouvellement de la litiére .Les apimanx
ont ét¢ marqué sur la queue a l'aide d’un marqueur et ceci dans le but de repérer chaque lc= afin
de les mieux suivre. L animaleric est maintenue & une température ambiante (20-25°Ch. une
hygrométrie de 60% et un photopériodisme de 12 H obscurité et 12 H lumiére, 'aération de

I"animalerie est assurée par 02 extracteurs.

IIL.1.3.2. Traitement des animaux
Les animaux sont répartis en 2 lofs contenant 7 sourss chacun. Les souris du premier lot secvent
comme témoins ; le second lot correspond aux souris traités.

Le traitement est réalisé sur Ies animaux aprés une période d adaptation de 11 jours :

> Lot témoin : contient 7 souris, recevant quotidiennement 0.3ml d’eau distille par woie
orale pendant14 jour
> Lot traité : contient 7 souris recevant par gavage gastrique une quantité de 0.3ml  de
fa solution diluée d’endosulfan Zmg/kg) (fig,03}
Le traitement a été étalé sur 14 jours du 26.05.2008 jusqu’au 08.06.2008,
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Tab 01. Protocele du dasage du TGO

[ Réactif de travail Liwd
- Echontrion 50 ut
H1L2.2.2. Desage du TGP
® Principe Walanine aminotransférase (ALT ou TGP) catalvse e tensfert &=

groupement amino de I’ alanine au 2-oxoglutarate, en formant le pyruvate et le glutammate .z
concentration catalvtique est déterminée en utilisant la réaction couplée & la  laczs
déshydrogénase (1LDH),a partir de la vitesse du NADH , mesuré a 340nm.

La réaction est initi¢e par adition de ["échantillon du paticat au réactif dont le schéma réamonr=
est le suivant : ALT

Alanine+2-oxoglutarate Pyruvate+Glutamate

PyvruvatetNADH+H"  IDH  LactatetNAD'
_—

Tab 02. Protocole du dosage du TGP

Réactif du travail Tul
- BEchoantrion 5wt

L2, 3.1.’étude de la néphropathie

Pour Pexploration biochimique au cowrs de notre éfude nous avons procédé aux dosages des L2

1IL.2.3.1. Dosage de la créatinine
*+ principe:
La créatinine forme en milieu alcalin un complexe coloré avec I’acide picrique. La vimesse &
fa formation de ce camplexe est proportionnelie 4 fa concentration de {a créatinme.

Tab 03. Protocole du dosage de la créatinine

§ [ ssandard [ Echantilion g
- Standard 160 ot - %
| Echantilon B . 108w ’
Réaetif de travail Iml Iul :
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11.2.3.2. Dosage de Purée

Ly s - AL B e
TCACLIONS QoSS -G

.
= e orrin sllanfn et S 872 P S TN
& p Y urée presente dans Véchantition | selo

proportionneile a la concentration en créatinine.
Urée +H;0 ——— 2NHY +CO7
NHd+ +Salieviate +NaCLO sindophénol

4
' —_——— T E

Tab 04. Protocole du dosage de Purée

Blanc ~ Etalon _ Echanlillon !

—

Etalon ~ 10 ul -
Echantillon - - 10 ut é
|

Reéactif de travail 1600 ot Y000 ot 1608 ot
{

f |

[11.2.3.3. préparation de I"homogénat rénal (lahouel mesbah, 1985)

Au moment du sacrifice, les deux reins sont coupés en fragments dont ["un est pesé et coups
finement dans du tampon Tris & 4°C. Les particules coupées sont ensuite potérisées dans un
Patter de DANSE, et centrifugées a 3500 tours/min a fin de récupérer le surnageant. L’activied
enzymatique de la “y GT est mesurée sur ’homogénat, soit & frais, soit aprés congélation
a-20°C.

I11.2.3.4. Mesure de Pactivité y-glutamyl transpeptidase
La y-glutamyt transpeptidase est une glveoprotéine principalement trouvé dans les membranes
des cellules ayant une activité importante de secrétions et absorption.
La y-glutamyl transpeptidase est une enzyme spéceifique de la bordure en brosse des cellules

tubulaires rénales .Elle catalyse la premiére étape du catabolisme du GSH glutathion , En effet

Vaugmentation de YGT urinaire est utilisé | comme un indicateur sensible des dommages des
tubules proximaux rénaux .le rein est U'organe le plus riche en activité YGT la concentration

képatique en YOT est faible 5 &10% de Vactivité rénate L échantition (50ut du sumsgeant de
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’homogénat) est incubé pendant 30 minutes a 25°C en présence de tampon (Tris MgCL- 100y

d’eau distillé 650l et de substrat 'y GT 208yd.

Tab 05. Etape de la réalisation du dosage de la "y GT

;\‘\
T~
5 Tube blanc Tube échaptilles
solution
. Le surnageant ' B - 50ui
Le substrat "y GT : 200ul ‘ 200t
Tampon Fris MgCLs 100ut | 100ul
“Eau distillé i 650! | 6501
| Incubation a 25°C pendant 30minutes
Acide acétique - Iml Iml

IIL.24. Isclement des mitochondries hépatiques

L’extraction des mitochondries se fait selon la méthode déerite par Rustin (Rustin et al | 1004}

It s’agit d’une centrifugation différentielle.

Aprés décapitation d’une souris de( 30.05 glenviron ( 2.041 g) de foie (0.06g)des rezms sor
prélevés et coupés finement dans une quantit¢ du tampon TSE (250mM succrose, S0mM tris
5mM EGTA ., pH 7.2 a 4C%).

Les particules coupées du foie sont ensuite lavées deux fois dans le méme tampon et powngrisées
dans un Potter de DOUNCE(KONTES. Glass company an ISO-9001 steered firm New Jers=
USA) avec 6.12ml deTSE, ce qui permet la destruction des cellules et la libératison des
mitochondries. 1.”homogénat récupére est centrifuge une premiére fois a 1770rpm penczant it
min (centrifugeuse sigma 6k15) permettant ainsi 1’élimination des gros débris cellulaimes. L
surnageant issu de cette centrifugation est centrifuge une deuxiéme fois a 9600rpm a 4C? Pendax
10 min et le culot obtenu est resuspendu dans 15m! du TSE et centrifugé a 9600rpm penedant 1T
min. Ie culfot issu de cette demiére centrifugation est suspendu dans 3.06ml du zampor
TS(250mM sucerase, 50mM tris pH72 2 20 €0 et centrifuge pendant 10 min a 960¢rpm =
culot final constitue des mitochondries. qui est repris dans 200ul du TS pour obtenir la
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1112, 4.1, Protocele dn dosage des protéines

Tab 06. Etapes du dosage des protéines selon Lowry (Lowry et 21..1953)

Remut 7
5 \\2 caciit ] i ‘ i
AN i Naelbigl 4 TS5 i itoohf 1. ¥ ermwy

=:'_¢\. E’ f‘ N ‘:‘ - ¥ = ;:
\\_%\ ul ul } mi ]
]
| Tube AN !
/ %
. T.T a0 1 - 2 :
TE1 _ 990 ) - ) 10 i 3 i
: L

. TE2 990 - e 3

Agitstion puis lncubation pendant 15 min & Vebscurisd
' I £ 3 T
Folin Ciocalicn 150p
Agttation puis incubation pendant 30min & Vobscurnié
Na Ci 09% (0.5 g Na CI pour 100ml)
Sclution Lowry {1500 selotion sutvngue +15 m) solution akcaline} :
Lockne de ke donstd optigue. =2 Gt @ 00w

1
i

*Solution mitochendriale dilué & 1/40éme 390u! TS+10u! solution mitechondriale mére

HL2.4.2. f)osagé du MDA mitochondriale (évaluation de Pactivité
Epeperexydative)

Le malondiadehyde(MDA) est un des produits terminaux formés lors de la peroxydation
lipidique qui résulte de la coupure, médice par les radicaux libres, des acides gras polyinsatuzes
possédant au moins trois doubles liaisons. Pour le dosage du MDA mitochondriale nous avoms

utilisé la méthode décrite en (Zini et al .,1999)].
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In vitro, la peroxydation lipidique des membranes mitochondriales est induite par le FeCixTeCl:
dont le principe est I'induction de la réaction de Fenton et la formation du radical hyvdroxyle qui
attaque les acides gras polyinsaturés. Le MDA formé en présence de deux molécules de TBA et a

chaud, donue un complexe rase qui absatbe & 530nm, conune le montre la réaction suivante :

Acides gras polyinsatuxds

- . /J IS - » -
. a AN S § ¢ S {(j s Compost gui absorbe & 330gm
Léx; e
Fe*" Fe™ S~
MDA

Les étapes du dosage de la MDA mitochondriale hépatique {rénale} sont représentées dans e
tableau suivant :

Tab 07. Etapes de la réalisation du dosage du MDA

j B Tube }

; Reactif ; Blanc z-' Témoin 1 Mesure

| NaCI(0.9%) 1000yl | 100, 200,11
Mitos suspension / ' 800ul ‘ 800ul
Nacl 0.2mg/m] I [ l

| Incubation 2 3?°£-;>end&m 10 minute ﬁ

- FedCiFecld : £ : 100! : 4

ncubation & 37°c pendant 30 minutes
: TCA{3%) 160pi : 100ui : j$1.3.3 131
Agitation et centrifugation & 3000 trs /minutes & 20° pendant 15 minutes

Surnageant 1000l i 10004l ‘ 1000u1
TBA 1% ' 100001 ' 1000u1 ’ 10005

Incubation & 35°c pendeint?)()mmutes

Refroidir et lire 1a DO a 530nm

Les concentrations du MDA sont déduites a partir d’une gamme étalon préparée dans les mémes

conditions en utilisant le tetracthoxypropane.
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fii.5. Traitement des résuitats

T oonn sfcarbbntn mmneee Ladinnvnun ot :'=2‘cn!—§;f->‘>‘- £ gaveet peneesfesnead Son o £ineme Lo v s L Areamd b B i
LA EhedhBineiisr BREEERCE PGS NS KR aps .ti;“\:& SRR E‘Z}&\fﬁux-g EFER EGRTR G THROVENNRG =S80 VRS, 1 &=

les parameétres soumis a ’étude sont qualitatifs par conséquent, il est requis d’appliquer des

méthodes statistiques quantitatives.

T1L. 6. Test de student

Les normes evropdennes wtilisent le test -t de student pour évaluer les différences entre le groune
R

témoin et le groupe traité pour ce fait, nous avons utilisé ce test avec un seuil de signification
supérieur 4 9995% (P<(.03)

s (P>0.05), effet non significatif.

¢ (P<Q05) désigne effet significatif

e (P<0.01), désigne un effet trés significatif.

o (P>0.01) désigne uneffet hautement significatif.
























Résultats et Interprétation

IV.4. Résuitats du dosage des protéines hépatiques et rénaux

Tab 15. Variation du taux des protéines hépatiques chez les souris témoins

et traitées par 2mg/kg d’endosulafan par voie gastrique

Lots Témoin Traité
Moyenne 31992.07 12328.05
dela| P}

Tab 16. Variation du taux des protéines hépatiques chez les souris témoins

et traitées par 2mg/kg d’endosulafan par voie gastrique

Lots Témoin Traité
Moyenne 35038.94 31230.36
dela [ P]










Discussion

IV, Dhusenssion

Lrendosulfan est Fun des pestictdes te plus couramment utilisé dans fa witaya de

J1JEL. son eifet & long terme sur la santé est trés dangeraux.

<

s

A travers notre présente étude, nous essayons d’apporier gquelques éléments de
réponses cancernant Uhépatoxicite et la nénhrotoxicité, ainsi que sur la variation des
param&tres ponderaux chez des souris traités par |"endosuifan.

4 heures aprés Padministration de 4 mg/kg d’endosulfan, nous avons noté la
mortalité de presque 80% des souris .alors guune dose cing fois supéricur & 4mgikg
administrée aux raties gestantes n’a pas causé de mortalité (Zama et al 2005 Ia Souris
survivanie ayant recu 4mg/kg a développé un kyste au niveau de foie (voir photo annexe).
Ceci explique que les organismes appartenant aux diftérentes espéces ne réagissent pas de la
méme fagon vis & vis des pesticides et que Vaction de ces derniers toﬁs comme les
médicaments différents d’un organisme 2 un auvtre.

Devant e taux élevé de mortalite, nous avons adopté la dose de Zmg /kg. que nous
avons administré quotidiennement pendant 14jours

Nos résultats révelent que "évolution pondérale des animaux traités est semblable aux
témeoins, nous ne signalons également aucune variation significative dans I’évelution poids
des organes (foie, reins) par rapport aux poids corporels.

Ces résultats rejoignent ceux de plusieurs travaux, (Gupta., 1977), n’a pas trouvé des
incidences significatives du poids corporel des rats gavés par Smg d’endosulfan en une
durée de 15 jours.

Kahramanmaras ., 2006 n’a noté aucun effet sur le poids corporel des souris traités
avec une dose de 2,4 mg/kg d’endosulfan pendant 90 jours.

L’hépatoxicité a é1é exploré par le dosage de deux enzymes: TGO et TGP, nos
résultats ne montrent aucune variation significative entre le lot t€moin et le lot traité.

Une étude comparative a la nofre a signalé I"absence de fous signes de toxicité hépatique
chez les rattes traités a une dose 2.5mg/kg pendant 14 jours (Gupta ..1977).

D’une autre part nos résulfats n’épargnent pas totalement une hépatoxiciie du moment
que le taux de I'urée est diminué (36,01%).

Par ailleurs on sait que "urée est un composé azot€ résultant du catabolisme des

protéines au niveau du foie, I"augmentation de sa concentration dans le sang s’explique par
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le dysfonctionnement au niveau du néphron ; alors que la diminution de sa concentration
refléte plutdt une défaillance du foie, une cirrhose par exemple.

L’analyse statistique n’indique aucune variation significative concernant {"urée et la
créatinine entre les deux lots (devant une diminution de I"urée témoignant peut étre une
atteinte hépatigne, on note une {égére augmentation de taux de créatinine (6.6 %) chez le lot
traité ,le dosage de la créatinine sérique constitue le mode d’évaluation le plus répandu de la
fonction rénale, dont la mesure ol la créatinine refléte une insuffisance rénale (Alain et al
1986).

A la lumiére de ces résuliats  Peut —on peut &ire prononcer une atieinte rénale, car on
comparant ces résultats avec ceux de MDA mitochondrial rénale, On note une élvation de ce
taux avec un pourcentage de (15.34% ) le MDA est ["un des produits finaux de fa
péroxydation lipidique sa présence a des taux élevés t€moigne ’attaque des lipides par les
radicaux oxygénés libérés au cours d’un stress, d”ou on parfe d’une Iésion tissulaire.

L’activité éElevée de la MDA rénale peut éwre diie a la péroxydation des lipides
membranaires par "endosuifan, qui a pu détruire les membranes aprés avoir inhibé les
mécanismes de défenses nephrocytaires, ce qui les rendent facilement affectés par le stress
oxydatif.

Au fait endosulfan se transforme en un métabolite polaire « sulfate d’endosulfan » qui
est fortement foxique, ce métabolite agit probablement au niveau des microsomes rénales en
présence de cytochrome P 450 et provoque des I€sions tissulaires au sein de cet organe
(Caglar et al .,2003).

Ce qui est pour le MDA hépatique, on note aucune élévation, ce résultat est corrélé avec
celui de TGO et TGP, qui se sont révélés normaux, t€moignant peut étre I"absence de Iésion
hépatique.

Pour e dosage de yGT on ne note aucune variation entre les témoins et fes traités. Donc
il o’ v a aucune altération enzymatique de la yGT, il fallait peut étre mieux doser cette

enzyme dans les urines pour le confirmer.












Annexe

ANNEXE
Tampon TS :
SUCTOSE et eeneraranetsrareesnnncrssneesneeraeseansesnnesnones 42.8g
I 1 0.6g
pH 7.2 a,25%
Tampon TSE
ol 0T 42.8¢g
LIS eneesenuetiieieiireeniiisieeeenirereeeeineiranscannans 0.60g
T G 1 Nt 0.19g
pH 7.2 a, 25°
Solution Hypotonique :
KH2PO4 .................................................... O.49g
AV =] 0.047g

pH 7.2

e Composition des différents réactifs utilisés pour la détermination du

TGO
Réactif 1 Réactif 2
Composition concentration Composition concentration

Tampon Tris 121mmol/l NADH 1.3mmol/l
L-Aspartate 362moml/1 2oxoglutarate 45mmol/l
MDH >460U/1 Hydroxyde du sodium 148mmol/i
LDH >660U/1 Sodium azide 9.5¢/1
Hydroxyde du sodium 255mmol/l

e Composition des différents réactifs utilisés pour la détermination du

TGP
Réactif 1 Réactif 2
Composition concentration Composition concentration
Tampon Tris 150mmol/1 NADH 1.3mmol/l
L-Alanine 750mmol/1 2-oxoglutarate 75mmol/1
LDH >1350U/L Hydroxyde du sodium 148mmol/l
Sodium azide 9.5g/1
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