Al Al gl & el &) e
République Algéerienne Démaocratique et Populaire
ga.u\ki\a.}_“} gwnﬁwlz)g}
Ministere de I’enseignement superieur et de la recherche scientifique
g:\)]\ ).4;.\3.4; edll dadls
Université d'Echad Hamma Lakdhar- EL OUED-
Boall ol ghll 4K

Faculté des Sciences dela Nature et de la Vie
Gl al b el d
Département de biologie Cellulaire et Moléculaire

MEMOIRE DE FIN D’ETUDE

En vue de I’obtention du diplébme de Master Académique en Science Biologique
Spécialité : Biochimie appliquée

THEME

Etude /17 vivo de I'hépato-toxicité induite par des
pesticides largement utilisés dans la région d'El Oued

Présenté Par :
M - BADREDDINE Mariam

Me" - MANSOURI Safa

Devant le jury:

President :

Présidente HOUMRI Nawel M.A.B Université d’El Oued.
Examinatrice NADJI Nassima M.A.A Université d’El Oued.
Promoteur M™ MEDILA Ifriqya Prof. Université d’El Oued.

Co-Promoteur  M®'"® HEDOUD Hadjer Doctorante  Université d’El Oued.



Remerciement

C'est avec grand plaisir que nous écrivons ce remerciement pour
exprimer nos profondes gratitudes a ceux qui ont rendu cette these

possible grace a l'aide de plusieurs personnes

Nous remercions Dieu Tout-Puissant de nous avoir accordé le succes

dans la réalisation de ce modest travail

Tous mes remerciements au superviseur Mme MEDILA Ifrigya et au
superviseur adjoint Hadjer HEDOUD qui ont eu tout le mérite et la
reconnaissance de nous suivre et de nous diriger jusqu'aux derniers

Instants

Nous exprimons nos sinceres remerciements a Mme HOUMRI
Nawel et Mme NADJI Nassima pour I'honneur qu'il nous a fait en
acceptant D ’examiner cette these
Nous adressons nos sinceres remerciements a tous les membres de'la

Faculté des sciences naturelles et de la vie, Université Hamma : .
Lakhdar, El- oued. Et aussi nos remerciements a tous les travailleurs N\

de la faculté.

Un grand merci a toute I'équipe du laboratoire d'analyses médicale



Dédicace

Nous remercions dieu pour nous guider a accomplir ce modeste

travail

A mon soleil , l'épaule solide et I'eil attentif qui nous garde toujours
(mon pere Abderrahman ) et ma lune, la plus tendre (ma mére) merci

d’étre mes parents et de votre sacrifice, de votre amour et de votre

soutien.
A mon frére Oussama A mes saeurs bien-aimées
Merci de votre soutien et de votre patience

A mes oncles et mes tantes merci de votre motivation et de vos

o & encouragements.

a mon amie la plus proche de mon caeur Chaima
b 2 a ma cousine Narjes
A ma famille Badereddine merci de d'étre la pour moi

A toutes mes a




O () oy i 2asll (o sl 23 “315))

Louange a Dieu avant toute chose
|

Louange a Dieu selon la majesté de ton visage et la grandeur de ton autorité

Louange a Dieu au début et a la fin, car aucun chemin n'est terminé, aucun
effort n'est scellé et aucune entreprise n'est achevee si ce n'est par Sa grace,
louange a Dieu qui a facilité les débuts et nous a menés jusqu'a la fin.

Le voyage n'a pas éeté court, et n‘aurait pas di I'étre, le réve n'était pas a portée

2 Dédicace

de main, et la route était semée d'embdches, mais avec l'aide de Dieu, je I'ai fait
et je I'ai obtenu alors que c'était impossible.
Je dédie ma recherche de fin d'études avec amour : D'abord a mon moi fort qui
a supporté toutes les embdches et qui a terminé malgré les difficultés....
§ A: I'épaule qui ne penche pas et a I'ombre que j'abrite, mon premier soutien, mon

‘\o - appui, ma force et mon refuge apres Dieu, a ma chere et bien-aimée "Babati"

A

4-»- o A celle qui a le ciel sous ses pieds, ma bien-aimée et la prunelle de mes yeux, a
)

ceIIe dont les prieres ont été le secret de mon succes, I'éclat de ma vie, @ ma

u \- 2 - mn 1]
‘ précieuse "Mamati

>
e A ceux en qui il a dit (nous te renforcerons avec ton frere), mes freres et seeurs,
“=lespiliers de la vie, que Dieu continue a vous garder... Aux mains pures qui ont

VE les épines de I'échec de mon chemin, ac

"" quial dj étais faible, a ceux qui ont parié sur m
tot a tous les membres de la famille, a tous le
i e&fmes meilleurs professeurs tout au long de ma ca
L ) bge"&%glle cet humble travail et le fruit d'un effo

-
Pods. - réussite.



Résumé



Résumé

Résumé

L’objectif de cette étude est d’évaluer D’effet d’une exposition subchronique aux
pesticides, en particulier ceux appartenant a la famille des pyréthrinoides, chez le rat
Wistar. Trois composés représentatifs de cette classe ont été sélectionnés en raison de leur
large utilisation dans la région d’El Oued : la lambda-cyhalothrine (LTC), 1’alpha-
cyperméthrine (CYP) et la Bifenthrine. L’expérimentation a été menée sur un total de 30
rats méales, pesant entre 100 et 156 g, répartis aléatoirement en six groupes de cing
animaux chacun. Le groupe témoin (groupe I) n’a recu aucun traitement. Le groupe Il a été
administré¢ d’huile de mais. Les groupes III, IV et V ont été traités respectivement avec la
lambda-cyhalothrine (1,6 mg/kg/j), 1’alpha-cyperméthrine (0,7 mg/kg/j) et la Bifenthrine
(2,9 mg/kg/j). Le sixiéme groupe a regu une association des trois pesticides susmentionnés
pendant 30 jours par voie orale. L’analyse des résultats a mis en évidence une modification
du poids corporel des rats traitées ainsi qu'une modification du poids absolu et relatif des
organes excisés (foie). Par ailleurs, des modifications significatives des paramétres
biochimiques ont été observées, notamment une augmentation marquée de la glycémie.
Des perturbations des taux d’urée et de créatinine ont également été relevées, en particulier
dans les groupes I, 1V et VI. Les analyses enzymatiques ont révélé une élévation
significative des activités des transaminases hépatiques (ASAT et ALAT) dans les groupes
IV, V et VI, suggérant une atteinte hépatocellulaire. En paralléle, les marqueurs de stress
oxydatif ont montré une élévation du malondialdéhyde (MDA) accompagnée d’une
diminution des niveaux des enzymes antioxydants telles que la super oxyde dismutase
(SOD), la glutathion peroxydase (GPX) et le glutathion réduit (GSH) par rapport au
groupe témoin. Ces résultats révelent un effet toxique particulierement marqué dans le
groupe ayant recu la combinaison des trois substances, mettant en évidence une interaction
synergique aggravante. L’étude histopathologique a confirmé la présence de lésions
hépatiques significatives, suggérant que méme a faibles doses, ces composés presentent
une toxicité potentielle et pourraient contribuer a I’émergence de pathologies hépatiques

observées dans la région.

Mots clés : LTC, CYP, Bifenthrine pyrethrinoides, hépato toxicites, pesticides, stress
oxydatif
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MDA: Malo dialdehyde
GPx:L'activité glutathion peroxydase
SH: thiols totaux
GSH: taux de glutathion réduit
SOD: superoxyde dismutase
%: Percentage
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WBC: White Blood Cells
RBC: Red Blood Cell
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MeOH: Méthanol
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MI: millilitre
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ul: microliter
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CYP: Alphacypermethrin
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PE: Perturbateurs endocriniens

FAO: Food and agricultural organization / Organisation pour 1‘alimentation et

1‘agriculture



Na+: Le sodium

ROS: Réactive Oxygen Species

BSA: Sérum bovin albumine

CYPs: Cytochromes P450

LDH: Lactate Déshydrogéné.

ADN: Acide désoxyribonucléique

NADPH: Nicotinamide Adénine Dinucleotide Phosphate
NASH:non-alcoholic steatohepatitis

GGT - Gamma-glutamyl transferase
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PXR: Prégnance X Receptor
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Introduction générale

Depuis le XXe siécle, l'agriculture a utilisé de maniére intensive de substances
chimiques (fertilisantes et pesticides) afin de répondre a la demande d'une augmentation
considérable de la production agricole. Grace a cela, les cultures ont pu recevoir tous les
nutriments indispensables a leur développement (azote, phosphore, etc.), tout en étant
efficacement protégées contre les maladies et les ravageurs. Malgré leur efficacité
exceptionnelle et leur capacité a augmenter considérablement le rendement des cultures,
l‘utilisation a grande échelle des produis phytosanitaires a entrainé une détérioration de la
qualité des sols, des conséquences néfastes sur la faune et la flore (diminution de la
biodiversité, émergence d‘individus résistants, etc.) et des conséquences indésirables sur la
santé des consommateurs et des agriculteurs (Prigent-Combaret et al., 2024). Les
agriculteurs recourent a des engrais et des pesticides synthétiques afin d'accroitre la
production agricole (croissance et rendement des plantes) et de préserver les cultures contre
les ravageurs (insectes nuisibles, agents pathogénes, rongeurs et mauvaises herbes) (Wang et
al., 2024). Les pesticides ont un impact significatif sur le développement de 1‘agriculture, en
réduisant les pertes de produits et en améliorant le rendement et la qualité des aliments. Ces
substances sont destinées a protéger les plantes des ravageurs et des mauvaises herbes, ainsi
que 1‘Homme des maladies a transmission vectorielle. On peut citer les insecticides, les
fongicides et les herbicides comme exemples courants (Nicolopoulou-Standi et al., 2016).
Aujourd‘hui, 1‘agriculture doit devenir durable et prendre en considération la protection de
I‘environnement, de la santé humaine et la sécurité alimentaire. Pour mettre en ccuvre de
nouvelles pratiques agricoles intégrant une gestion rationnelle des organismes nuisibles, il est
fondamental de mieux comprendre les relations entre insectes ravageurs et leurs plantes hotes
(Bounaceur et al., 2018). La puissance élevée des pesticides resulte d'une mauvaise
utilisation, d'un usage accidentel des pesticides (accidents domestiques) ou d'une intoxication
volontaire souvent gravissime. Les pesticides organophosphorés et les carbamates sont a
I'origine des cas d'empoisonnements par les pesticides les plus fréquents. L'exposition se fait
essentiellement par voie cutanée-muqueuse et respiratoire (inhalation), la voie d'exposition
orale concernerait davantage la population générale par ingestion accidentelle ou
intentionnelle de pesticides (Cherin et al., 2012).Bien que 1‘utilisation de ces pesticides soit
bénéfique pour l‘amélioration de la sécurité alimentaire (Bhandari et al., 2020), leurs
présence dans nos aliments est la principale voie de pénétration dans notre organisme, ce qui

contribue a la survenue de la plupart des pathologies dont les cancers, les troubles neuro-

1
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dégénératifs, les perturbations endocriniennes, ainsi que les problémes de reproduction (
infertilités masculines et féminines) . Dans l‘ensemble, l‘exposition aux pesticides est
reconnue comme un facteur de risque important pour la santé hépatique humaine, en
particulier dans les populations agricoles et les zones a forte utilisation de produits
phytosanitaires. Les pesticides les plus étudiés incluent les organochlorés (comme DDT
Dichlorodiphényltrichloroéthane), les organophosphoreés, les carbamates et certains herbicides
tels que le glyphosate, tous associés a des altérations biochimiques et histopathologique du
foie (VoPham T, et al , 2017). Ces composés provoquent principalement 'hepatotoxicite (un
stress oxydatif, une dysfonction mitochondrial, une inflammation et une apoptose
hepatocytaire), conduisant a des phénomenes de stéatose, de fibrose et, a long terme, a un
risque accru de carcinogenese hépatique (Melaram R, 2021). Face a ces enjeux, la
compréhension des mécanismes moléculaires et le développement de stratégies de prévention
(réglementation, équipements de protection, antioxydants) restent essentiels pour limiter

I‘impact de ces toxiques sur le foie (Sajad M, et al. 2024.)

Dans cette étude, nous nous proposons d‘évaluer in vivo I‘hépatotoxicité induite par
l‘exposition aux pesticides. L‘objectif principal de ce travail est d‘évaluer les effets de
certains pesticides de la famille des pyréthrinoides, en 1‘occurrence la Lympdacyalothrine,
1‘Alphacypermethrin et la Bifenthrine sur le foie, en se concentrant sur les perturbations

biochimiques et les altérations enzymatiques et tissulaires qu‘ils peuvent engendrer.

Le travail est structuré en deux grandes parties. La premiére est une synthése
bibliographique articulée autour de deux chapitres : le premier présente les pesticides, en
mettant 1‘accent sur leur classification, leur mode d‘action et leur devenir dans
I‘environnement. Le second traite des mécanismes de toxicité hépatique, notamment les voies

biochimiques impliquées dans les effets nocifs des pesticides sur le foie.

La seconde partie, a caractere expérimental, se compose également de deux chapitres.
Le premier décrit le matériel biologique, les substances testées ainsi que les méthodes
biochimiques et statistiques employées. Le second expose les résultats obtenus, accompagnés
d‘une analyse approfondie et d‘une discussion appuyée par les données de la littérature. Le
travail s‘acheéve par une conclusion synthétisant les principaux résultats et ouvrant sur des

perspectives de recherche futures.
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Chapitre | Les pesticides

1- Historique

Bien que la premiére utilisation documentée de pesticides remonte a environ 2500 av.
J.-C., lorsque les agriculteurs ont commencé a utiliser du soufre chimique pour éliminer les
ravageurs des cultures (Unsworth, 2010), le développement et I'application modernes des
pesticides ont débuté apres la Seconde Guerre mondiale. Les premiers pesticides étaient
principalement composés de substances inorganiques dérivées de sources naturelles contenant
de grandes quantités de métaux, comme l'arsenic, le cuivre et le plomb, et ont été largement

utilisés jusque dans les années 1940 (Nollet et Rathore, 2010, Uneke)

B

Pesticide Applications
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Figure 01 : Application les pesticides

2- Définition

Conformément a la définition énoncée par I'Organisation des Nations Unies pour

I'alimentation et I'agriculture (FAO), les pesticides englobent un ensemble de substances

comprenant les insecticides, herbicides, les fongicides, ainsi que d'autres combinaisons de

composeés. Ces substances méticuleusement formulées sont congues pour répulser, éliminer ou

contréler efficacement divers parasites s'étendant aux organismes agissants en tant que

vecteurs de maladies. Elles englobent les formulations appliquées pour la protection des
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cultures aprés la récolte pendant les processus de stockage et de transport (FAO 2021)

Figure 2 : Les pesticides (photo original)

3- Les types de pulvérisation de pesticides
3-1. Pulvérisation aérienne

Dispersee depuis un avion, un hélicoptere ou un drone, cette méthode permet de traiter
rapidement de grandes superficies. Le contrdle de la taille des gouttelettes et de la hauteur de
vol est crucial pour limiter la dérive et optimiser la couverture. (Castro-Tanzi, S., Winchell,
M., et al 2025)

3-2. Pulvérisation au sol par rampe (boom sprayeur)

Montée sur tracteur ou chassis autonome, la rampe (6-36 m) diffuse le produit via des
buses multiples ; 1°‘option « air-assisté » améliore la pénétration dans le couvert vegétal. (Wei
et al. 2023).

3 -3. Pulvérisation a dos

Pulvérisation a dos (back pack sprayer) Portatif (5-20 L), ce systeme manuel ou
motorisé convient aux traitements localisés ; un calibrage précis du débit et un port
d‘équipements de protection réduisent 1‘exposition de 1‘opérateur. (Tudi, M., Li, H..et al
2022).

3-4. Brouillard ULV (Ultra-Léw Volume)

Générant des gouttelettes tres fines (5-50 um) a trés faibles volumes (< 5 L/ha),
cette technique est privilégiée pour la lutte anti vectorielle et les cultures de précision,

assurant excellente couverture et économie d‘eau.(Walker, K., Gouge, H.,et al. 2025).
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4.Classification des pesticides

Les pesticides peuvent étre classés selon leur usage, leur cible, et leur famille chimique :
4-1. Classification selon leur Utilisation.

4-1-1. Les pesticides a usage agricole

Sont des produits phytopharmaceutiques, c'est-a-dire des substances chimiques
mineérales ou organiques, de synthese ou naturelles, utilisées pour protéger les végetaux contre
les maladies et les organismes nuisibles aux cultures (AGRAINE et BEN SALEM., 2011).

4.1.2. Les pesticides a usage non agricole ou biocides

Ils sont aussi divers que des insecticides e a usage domestique et industriel, des produits
de protection du bois, des désinfectants (JANSSENS et al., 2011). lls sont utilisés, par
exemple, en hygiéne publique (BENCHEIKH et al., 2010)

4.2. Selon leur cible
Le tableau représente les différents types de pesticides classés selon la cible

Tableau 1 : Classement des produits phytosanitaires en fonction de leur cible
(BEN-BRIK.,2013).

Famille Cible
Insecticides Insectes
Acaricides Acariens
Rodonticides Rongeurs
Fongicides Cryptogrammes

(champignons)

Herbicides Adventices (mauvaises
herbes)

4. 3. Classification selon les composés chimiques
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Cette classification se base sur la nature chimique de la substance active qui compose

les pro- duits phytosanitaires. Le tableau en rapporte quelques exemples :

Tableau 2 : Les structures chimiques caractéristiques de certaines familles
(Mokhtri .2012)

Famille EXEMPLE DES PESTICIDES
chimique
Triazines Cl

NA\JN\
. )‘\
H3CAN N H CHs

H CH,
Organochlorés Cl
1 I
1 l l 1
Urées <l
_ ClI
substituées C?
N A NS
L |
Amin- O O OH
phosphanates )_]\/ K} \\P/
Glyphosate
Bipyridinum

Ammoniums
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Organoph R
ganophospho -/

, =S

rés =P

=
N,-""_’ 1"'\4:::H3
| FC}
lat | —



Chapitre | Les pesticides

Différent type de formulation des pesticides

- Les pesticides sont formulés (préparés) sous forme liquide, solide ou gazeuse.
Les formulations liquides incluent les suspensions (suspensions concentrées), les
solutions, les concentrés Emulsifiables, les suspensions en microcapsules et les
aerosols.

- Les préparations solides comprennent les poussiéeres, les particules, les granulés, les
pastilles, les granules solubles, les poudres solubles, les comprimés, et les poudres
mouillables.

- Les pesticides gazeux sont généralement des fumigants.

- Quelgues exemples d'abréviations codées avec leur signification que I'on retrouve

sur I'étiquette pour indiquer le type de formulation sont résumes dans Tableau 3

Tableau 3: Différent type de formulation des pesticides (Tomlin, C. D. S. (Ed.).

2009)
Abréviations Noms
D Poussiére ou poudre
DF Paté granulée
EouEC Concentré émulsifiable
F Suspension Concentré
GR Granulée
P Pastille
SN Solution
SC Concentre pulvérisable
SP Poudre soluble
WDG Granulée soluble
WP Poudre mouillable
WS Concentré soluble dans l'eau

5- Le métabolisme des pesticides

Le métabolisme des pesticides est un mécanisme important qui permet aux organismes

de protéger leur approvisionnement alimentaire contre les effets toxiques des xénobiotiques
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(produits chimiques étrangers). Les organes, notamment le foie, peuvent étre impliqués en
fonction de la substance chimique. Les xénobiotiques peuvent étre absorbes par voie cutanée,
orale ou pulmonaire, et distribués dans les tissus de I'organisme. Les substances lipophiles
(hydrophobes) peuvent franchir une ou plusieurs barrieres de maniére passive (INSERM.,
2013).

LE METABOLISME DES

PESTICIDES
@ 3. METABOLISME
o P 4 (biotransformantion)
1. ABSORPTION Transformation
Peau, poumons, en composeés plus
tube digestif hydrosolubles
/ \
Q \
|
2. DISTRIBUTION 4. ELIMINATION
Sang vers les Urine, selles,
organes (foie, sueur
rein, cerveau...) ef;//'/
INSERM, 2013

Figure3 : Le métabolisme des pesticides (INSERM, 2013)

La membrane des cellules constitue également une barriére efficace pour protéger les
cellules contre les xénobiotiques hydrosolubles. Les enzymes du métabolisme des
xénobiotiques constituent un systeme complexe essentiel a la protection de I'organisme. Elles
sont liées a la formation d'intermédiaires électrophiles hautement réactifs, qui sont ensuite
soumis aux enzymes de la phase Il. Les métabolites sont excrétés de la cellule par des
transporteurs membranaires d'efflux dits de phase Ill. Les mécanismes de toxicité des
pesticides sont multiples et certains sont liés aux processus de détoxication eux-mémes.
(INSERM,2013)

6-Comportement des pesticides dans I’environnement

Les pesticides peuvent pénétrer dans Il'environnement lorsqu'ils sont utilisés sur une
plante cible ou lors de leur élimination. Apres leur rejet dans I'environnement, les pesticides

peuvent subir des processus tels que le transfert (ou mobilite) et la dégradation, qui conduisent

10
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a la production de nouveaux composes dans I'environnement (Liu et al., 2015 ; Marie et al.,
2017 ; Singh, 2012). Les pesticides sont transférés du site cible vers d'autres milieux
environnementaux ou vers des plantes non ciblées, par plusieurs processus tels que
I'adsorption, le lessivage, la volatilisation, la dérive de pulvérisation et le ruissellement.
(Figure 4) illustre les mécanismes de mobilité des pesticides dans l'environnement. Le
comportement environnemental varie selon les types de produits chimiques. (Kim et al.,
2017)

venr oA ATMOSPHERE

Figure 4 : Devenir des pesticides dans I'environnement (Retima & Khelifa; 2021)
7-Effet sur I’homme

Plusieurs études relatives a 1‘utilisation des pesticides ont montré que les effets néfastes
sur la santé humaine incluaient les affections dermatologiques, gastro- intestinales,
neurologiques, cancérogenes, respiratoires, les effets sur les organes reproductifs et
endocriniens (Thakur et al., 2014) Les pathologies les plus étudiées sont les maladies et
troubles neurologiques, les atteintes de la fonction de reproduction, les altérations du
développement et les cancers (Inserm, 2013)

11
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| Environnement Chaine alimentaire |

Sols
Air Alimentation Faune
Eau Culture Flore
Jardinage
Elovage
m-‘:nmm . o siare
o ountormations N\ [
Pesticides

Figure 5: Modes d’exposition de I’homme et des milieux par les pesticides (BOURBIA
.2013)

8 -1. Effet cancérigene

Chez I'Homme, si les effets des intoxications aiglies par les pesticides sont assez bien
connus, les conséquences de l‘exposition chronique restent encore largement a démontrer.
Toutefois, les effets cancérigénes sont les plus évoqués et documentés (Bloom et al., 2017).
Le Centre International de Recherche sur le Cancer (CIRC) a déja classé un certain nombre de
pesticides comme cancérigenes (Boulanger et al.,, 2016). Certains PPE :( Pesticides
perturbateurs endocriniens) sont interdits, classés cancérigénes. L‘impact des PPE sur les
seins est a ce jour mal connu. Cependant, la plupart des PPE ayant une demi-vie longue et
étant lipophiles, les seins, composés principalement de tissu adipeux, constituent un terrain

propice a leur concentration (Girard et al., 2020)
8-2. Effet neurologique

L‘exposition aux polluants chimiques environnementaux comme les pesticides est
suspectée d‘étre impliquée dans les perturbations du neurodéveloppement possiblement
responsables d‘atteintes sensorimotrices, cognitives ou comportementales et de l‘incidence
croissante des troubles cliniques du neurodéveloppement. Les effets observés en
épidémiologie sont compatibles avec les mécanismes d‘action de ces substances chimiques

sur le neurodéveloppement (Etiemble et Cordier, 2022)

8-3. Effet sur le systéeme endocrinien

12
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Les perturbateurs endocriniens sont des molécules particulierement dangereuses. Leur
ingestion par l‘organisme peut dérégler le fonctionnement hormonal, méme a trés faible dose.
Dans les aliments, des résidus de pesticides en sont potentiellement la source principale, mais
il est tres difficile d‘identifier les molécules actives. Le plus slr pour s‘en prémunir est de
veiller a 1‘absence de résidus dans les denrées alimentaires (Feillet, 2021). Parmi les 800
pesticides utilisés dans le monde, environ 650 peuvent modifier le fonctionnement du systéeme
endocrinien : il s‘agit des pesticides perturbateurs endocriniens (PPE). (Girard et al., 2020).
Les pesticides pourraient agir comme des perturbateurs endocriniens (PE) susceptibles
d‘interférer avec 1‘activité hormonale et donc de perturber divers mécanismes de contréle du
poids (Gnansia, 2022) reproduction Effets sur la reproduction Certaines études ont établi une
corrélation entre I'exposition aux pesticides et divers problémes de reproduction ( Seklaoui,
A., & Taibi, R. 2024).

8-4. Effets dermatologiques

Les pesticides ont la capacité d'avoir des conséquences systémiques et dermatologiques
chez les personnes exposées, notamment en cas de contact cutané. Les dermatites provoquées
par un irritant primaire sont des réactions inflammatoires non allergiques, dont la sévérité
varie en fonction de la condition de la peau, de la durée de I'exposition, de la température
ambiante et de I'humidité. Les travailleurs en serre exposés aux produits antiparasitaires ont
présenté des irritations, de I'érythéme, de l'cedéme, de 1'urticaire, des éruptions cutanées et des
dermatites. La sensibilisation et le développement d'allergies peuvent également étre entrainés
par une exposition prolongée a certains pesticides, qui peuvent survenir apres plusieurs années
d'exposition. Il a été démontré par des tests de sensibilisation cutanée que des pesticides tels
que le captant et le manege peuvent entrainer des réactions positives, ce qui peut entrainer

I'apparition de dermatites de contact (eczéma).(Seklaoui, A., & Taibi, R 2024).
8-5 Effets sur le systeme respiratoire

Le systéeme respiratoire des employés est un moyen important d'étre exposé aux
pesticides utilisés en serre et en suspension dans l'air, Les manifestations les plus fréquentes
d'atteinte au systeme respiratoire sont la toux chronique, I'asthme, la dyspnée, la rhinite et une
diminution de la capacité de ventilation, les travailleurs en serre qui sont exposes aux
pesticides peuvent présenter des symptdémes respiratoires instantanés ou persistants, ainsi

gu'une diminution de la capacité de digestion.(Seklaoui, A., & Taibi, R. 2024).
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8-6 Effet gastro-intestinales

effet gastro-intestinales Les intoxications aigles par organophosphorés (ex.
chlorpyriphos), carbamates ou organochlorés se manifestent classiquement par des troubles
digestifs (Rueda et al,. 2023)

9-Toxicite des pesticides

Selon (Merghid et al. 2017), il existe un risque d'intoxication chez I'nomme en raison a
la fois de la dépendance de la substance active (toxicité aigué et chronique) et de I'exposition

aux pesticides (dose quotidienne absorbée, quantité de résidus présents).
9-1. Toxicité aigué (a court terme)

En général, une seule exposition est suffisante pour provoquer une intoxication. Les
effets se produisent immédiatement ou peu de temps apres 1‘exposition et varient selon le
pesticide en cause, la dose regue, la voie d‘absorption et la sensibilit¢ de la personne.

(Lapointe, 2004 ); (Thamer et al-Mashhady, 2016).
9-2. Toxicité sub chronique

La toxicité sub-chronique désigne les effets nocifs provoqués par une exposition répétée
ou continue a une substance chimique sur une période intermédiaire, généralement de 30 a 90
jours, sans atteindre la durée d'une exposition chronique. Pour les pesticides, cette exposition
peut entrainer des altérations biochimiques, histopathologies ou fonctionnelles, notamment au

niveau du foie, des reins, du systéme nerveux et endocrinien. (Mnif et al., 2011)
9-3. Toxicité chronique (a long terme)

La toxicité est causée par des expositions répétées a de faibles quantités de pesticide et
sur une longue période. L apparition de ces effets est souvent insidieuse, de manifestation
brutale sans aucun symptoéme alarmant, elle peut étre aprés plusieurs mois, voire plusieurs

années d‘exposition (Hodgson et Cunny, 2010)

Tableau 4: Toxicité et symptdmes des pesticides sur la santé publique (Haddad,
M., & Khaldi, M. L. (2016)

Intoxication aigué Intoxication sub chronique Intoxication

chronique
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Symptémes O Maux de téte, nausées,
vomis
sements
0 Etourdissements
0 Fatigue
O Perte d ‘appétit
O Irritation des yeux ou
de la
peau a [’endroit du
contact
avec le produit.

O Effets neurologiques

O Troubles hépatiques

-Troubles du sommeil -
Irritabilité, anxiété ou
dépression -fatigue
chronique -Elévation des
enzymes hépatiques (AST,
ALT) -Protéinurie ou
anomalies rénales (lésions
des tubules) -Hépatomégalie
(foie augmenté) a long

terme

0 Fatigue
O Maux de téte
fréquents
O Manque d appétit
O Perte de poids
O Troubles de
reproduction
O Mal formation
O Perturbation du
systéme endocrinien
et immunitaire
O Cancer et maladie

neurologiques

9- Les pesticides pyréthrines

Les pesticides pyréthroides sont largement utilisés comme insecticides dans le monde
entier. lls sont regroupés en deux catégories : type | et type Il. Il a été observé que le type |
affecte les canaux Na+ des membranes neuronales, entrainant une décharge neuronale
persistante et un potentiel neuronal négatif prolongé (Boas, M et al 2012). En ajoutant un
groupe cyano aux composants 4-phénoxybenzoiques, des pyréthroides de type Il (formes
modifiées des pyréthroides de type I) ont été creés pour augmenter la photo stabilité (. Al-
Amoudi, W. M.et al 2018) Bien que ces composés soient considérés comme moins nocifs
pour les animaux, les oiseaux et I'environnement (Chang et al 2016), la possibilité de leur
contamination et de leurs effets toxiques ne peut étre exclue. Des échantillons
environnementaux ont révélé la présence de pesticides dans I'eau, les aliments, le biote, le lait
maternel et lI'urine (Weston, et al 2013)). Des études ont Les études ont montré que les
pyréthrinoides de type Il sont facilement absorbés par le tractus gastro-intestinal lorsqu'ils
sont pris par voie orale. Gastro-intestinal, principalement en raison de l'alcool a-cyano-3-
phénoxybenzyle et des groupes halogenes. De plus, il a été prouvé que les métabolites des
pyréthroides affectent négativement plusieurs fonctions physiologiques (Mnif al 2011) et

sont liés aux allergies, au cancer, aux problémes neurologiques, aux troubles de la
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reproduction

et aux

troubles

mentaux

(Alkabban,

et

al 2018 )

Tableau5: Structure chimique et utilisation des pesticides pyréthrinoides —(Ahmed
et Kumar 2023)
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10- Propriétés ADMET des pesticides sélectionnés
10-1. Lambda-cyhalothrine
Absorption :

Oralement, environ 55 % de la dose est absorbée chez le rat, avec excrétion
dans les 7 jours : 2040 % dans 1‘urine et 40-65 % dans les féces.La pénétration
cutanée est possible, surtout pour les formulations lipophiles, mais moins bien
caractérisée chez 1°‘humain. (C6té, J., & Bouchard, M. 2024).

Distribution:

Les données in vivo montrent que la A-cyhalothrine présente des demi-vies
d‘élimination tissulaires plus longues dans 1‘hypothalamus (~35 h par voie orale et
~18 h en 1V) que dans le foie (~13 h par voie orale et ~12 h en V), expliquant la

concentration maximale observée au niveau hypothalamique (Hiba, 2024).
Métabolisme:

Métabolisation hépatique principalement par estérases et CYP450
(principalement CYP1A2, 2B6 et 3A4), clivant 1°ester pour former le métabolite
majeur
cis-3-(2-chloro-3,3,3-trifluoroprop-1-én-1-yl)-2,2-diméthylcyclopropanecarboxyli
que (CFMP) et, secondairement, le DCVA (dichloro-valérate).(Coté, J., &
Bouchard, M. 2024).

Elimination :

Principalement urinaire : > 70 % de la dose excrétée sous forme de CFMP
dans les 72 h post-exposition. Fécale secondaire : < 20 % de la dose. Demi-vie

plasmatique estimée a 24—72 h selon la voie d‘exposition. (Xu, X.,et al., 2023).

Toxicité:
17
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Sub chronique/chronique : neurotoxicité par perturbation des canaux Na®,
induction du stress oxydatif, activation hépatique des CYP450 et apoptose des
hépatocytes (rats).(Xu, X.,et al., 2023).

10-2. I’alpha-cyperméthrine
Absorption:

La-cyperméthrine présente une absorption orale rapide (= 53-55 % de la
dose chez le rat) avec un important effet de premier passage hépatique, les
quantités absorbées se retrouvant majoritairement dans le foie et 1‘urine dans les
24 heures suivant 1‘administration. Par absorption cutanée, environ 13 % de la
dose traverse la peau, en raison de sa lipophile, tandis que 1‘inhalation aboutit a
une biodisponibilité systémique comparable a la voie orale (LCso/4 h = 3,587 mg/L
chez la souris). (Scheepers et al 2023).

Distribution :

Volume de distribution élevé, lié a la forte lipophile (log K<sub>ow</sub>
~5,8).

Tissus cibles : accumulation marquée dans le tissu adipeux (demi-vie
terminale dans la graisse > 24 h, jusqu‘a 17-26 jours chez le rat) et traversée de la

barriére hémato-encéphalique et placentaire. (Elser, B. A., et al .2022).
Métabolisme :

Biotransformation hépatique via estérases et cytochromes P450 (CYP1A2,
2B6, 3A4), clivant 1‘ester pour former des métabolites majeurs (DCVA, PBA) qui
sont ensuite conjugés en dérivés plus polaires (glucuronides/sulfates).(EFSA
Journal 2018).

Elimination :

76 % de la dose est excrétée dans les 24 h suivant 1‘administration orale,
dont 50-53 % par voie urinaire et 38-43 % par voie fécale. Les résidus restants

(< 2 %) sont retrouves dans carcasse et parois de la cage. (FSA 2018).
Toxicité :
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Sub-chronique/chronique : induction des CYP hépatiques, stress oxydatif et
stéatose hépatique a faibles doses répétées (28-90 jours). (Sharma, Singh & Jan,
2014).

10-3. Bifenthrine

Absorption :

La Bifenthrine est absorbée aprés exposition orale, cutanée et inhalée, avec
une absorption cutanée modérée (= 10-15 %) favorisée par sa lipophile, et une

absorption gastro-intestinale substantielle chez les rongeurs. (FAO2010.)

DISTRIBUTION :

Aprés administration orale, la Bifenthrine montre une affinité marquée pour
les tissus lipidiques, avec des concentrations particulierement élevées dans le tissu
adipeux, la peau, le foie, les reins et le nerf sciatique chez le rat. Des résidus ont
également été détectés dans les ovaires, le sang et le plasma, bien que de fagon

moins importante (Willemine, M. E., 2014).

METABOLISMES :

Le métabolisme de la Bifenthrine s'effectue en plusieurs phases, incluant une
hydrolyse de la liaison ester menant a la formation de I‘alcool 2-méthyl-3-
phénylbenzyl, suivie d‘une oxydation en acide 2-méthyl-3-phénylbenzoique, puis
d‘une conjugaison des métabolites facilitant leur élimination. In vitro, chez
I'hnumain, ce processus est principalement Médie par les iso formes CYP2C19 et
CYP2C9 du cytochrome P450 (Wongmaneepratip et al., 2024).

L’élimination :

L‘¢limination de la Bifenthrine se fait majoritairement sous forme
métabolisée, principalement par voie fécale (66 a 83 % de la dose orale), suivie par
les urines (9 a 25 %) et la bile (20 a 30 % de la dose excrétée). L excrétion est
généralement achevée dans un délai de 48 a 72 heures aprés administration

(Wongmaneepratip et al., 2024).

Toxicité:
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Toxicité sub-chronique importante affectant principalement le foie, les reins et le
systéme nerveux chez les mammiferes. Des études récentes (Zhang et al., 2023) ; (Sharma
et al., 2022) soulignent son potentiel neurotoxique et perturbateur endocrinien apres une

exposition prolongée
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Chapitre Il Hépatotoxicité

1- Définition

L'hépatotoxicité, scientifiguement appelée toxicité hépatique, décrit les lésions
hépatiques causées par I'exposition a des médicaments, des produits chimiques ou des toxines.
Le foie, organe central de la détoxification et du métabolisme, est particuliérement vulnérable
a ces effets toxiques. L'hépatotoxicité peut se manifester par des lésions hépatiques aigués ou
chroniques et constitue une préoccupation majeure en pharmacologie et en toxicologie.
(Teschke, R. 2019).

2- Mécanismes d’action de I’hépato-toxicité

Les pyréthrinoides peuvent induire une hépato toxicité par plusieurs mécanismes. lls
générent un stress oxydatif en augmentant les especes réactives de I'oxygéne (ROS), ce qui
active la voie Keapl/Nrf2. Cependant, une surcharge en ROS entraine des dommages
cellulaires (Yang et al., 2024). De plus, ces composés alterent les enzymes hépatiques
antioxydants, notamment la GST, la SOD, la CAT), tout en diminuant les niveaux de
glutathion (GSH), ce qui affaiblit les défenses du foie (EI-Demerdash, 2011). Par ailleurs,
certains composés, comme la lambda-cyhalothrine, induisent I'expression des enzymes du
cytochrome P450, entrainant ainsi une inflammation hépatique (Martinez et al., 2018). Enfin,
des pyréthrinoides tels que la cyperméthrine perturbe le métabolisme lipidique et
mitochondrial, contribuant ainsi a la stéatose hépatique (Guven, Sevgiler & Taskin, 2018).
Ces effets varient en fonction du composé, de la dose, de la durée d'exposition et de la
sensibilité individuelle.
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Mécanismes d’action de I’hépato-toxicité

[ Toxine / xénobiotique ] @ K ﬁh
< Stress
" oxydatif

» ( Inflammation

Biotransformation
Phase |

Chromomne Phi > Apoptose

Phaseé Il / nécrose

Guntugaison
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Glucuronide > Dysfonction

. mitochondriale

> Dysfonction
métabolique

Figure 6 : Mécanismes d’action de I’hépato-toxicité (Jaeschke, H. . 2012)

Toxicite moléculaire

Les pyréthrinoides exercent leur neurotoxicité en se liant specifiguement aux canaux
sodiques voltage-dépendants (Nav), prolongeant ainsi leur ouverture et inhibant leur
inactivation. Cela entraine une dépolarisation prolongée et des décharges neuronales
anormales (Soderlund, 2012). De plus, ces composés induisent 1‘apoptose mitochondriale par
le biais de la peroxydation lipidique et de la libération de cytochrome c, activant ainsi la voie
intrinseque de 1‘apoptose Vvia les caspases (Mohammadi et al., 2019). Par ailleurs, les espéces
réactives de 1‘oxygéne et leurs métabolites provoquent des effets génotoxiques, tels que des
cassures d°ADN et la formation d‘adduits, tout en stimulant la production de cytokines pro-
inflammatoires (TNF-a, IL-6), contribuant ainsi aux lésions tissulaires (Mohammadi et al.,
2019). .

3-Physiologie hépatiques : fonctions physiologiques principales

Le foie remplit des fonctions vitales : il régule le métabolisme des glucides, lipides
et protéines, produit des protéines plasmatiques, et détoxifie 1‘organisme via les enzymes
du cytochrome P450 (Bessaguet & Desmouliere, 2021). 1l synthétise la bile, essentielle a

la digestion des graisses, et participe au métabolisme des vitamines et minéraux. Il joue
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aussi un role immunitaire par 1‘intermédiaire des cellules de Kuper (Tortora &
Derrickson, 2018).

3-1. Role du foie dans la détoxification

Le foie joue un réle clé dans la détoxification des substances endogenes et exogenes.
Ce processus s‘organise en trois phases: la phase I (modification par oxydation, réduction ou
hydrolyse) , assurée principalement par les cytochromes P450, transforme les substances en
composes plus polaires, parfois réactifs ; la phase Il) conjugaison(neutralise ces métabolites
en les liant a des molécules comme le glutathion ; la phase Il Excrétion) permet leur
élimination via la bile ou 1‘urine (NIDDK, 2012)

3-2. Role des enzymes hépatiques dans la bio activation

Les cytochromes P450 (CYP) constituent une superfamille d‘hémoprotéines mono
oxygénases localisées dans le réticulum endoplasmique des hépatocytes. lls catalysent
I'introduction d'un atome d'oxygene dans des substrats organiques (R-H — R—OH) via un
systeme NADPH-dépendant, constituant ainsi la phase | du métabolisme hépatique
(lacopetta et al., 2023). Parmi les 57 iso formes humaines identifiées, les familles CYP1,
CYP2 et CYP3 prédominent dans le foie (Esteves, Rueff & Kranendonk, 2021). Les CYP
jouent un role crucial dans le métabolisme des médicaments, des toxiques, des hormones et
des cancérogénes, pouvant a la fois favoriser leur élimination et générer des métabolites
réactifs (époxydes, quinones-imines) responsables de stress oxydatif et de mutagénése. Leur
activité varie en fonction de facteurs génétiques, nutritionnels et pathologiques (Phang-Lyn
& Llerena, 2019).

4- Biomarqgueurs de la toxicité hépatique

Les biomarqueurs de la toxicité hépatique : sont des substances mesuréees dans le sang
(ou parfois dans les urines) qui indiquent une atteinte ou un dysfonctionnement du foie. Ces
biomarqueurs sont essentiels pour le diagnostic, la surveillance et la recherche toxicologique

(notamment pour les médicaments et produits chimiques. (Kim, et al 2018 )

Tableaux 6: Principaux biomarqueurs classiques de la toxicité hepatique :(Kim,
et al 2018)

Biomarqueurs Signification
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ALT (ALAT) - Alanine Amin
transférase

AST (ASAT) - Aspartate Amin
transférase

GGT - Gamma-glutamyl transférase

PAL (phosphatases alcalines)

LDH - Lactate déshydrogénase

Spécifique du foie, augmente en cas de
cytolyse hépatique

Moins specifique, aussi présente dans le
muscle, augmente lors de nécrose hépatique.

Indique une atteinte cholestatique ou
due a I‘alcool.

Marqueur de cholestase (obstruction
biliaire).
Peu spécifique, peut

indiquer une

nécrose cellulaire.

5-Etudes précédentes sur les effets hépatiques des pesticides

Des études ont mis en évidence les effets hépatiques de divers pesticides. L'exposition

chronique a un mélange de pesticides a faibles doses, fréqguemment présents dans

I'alimentation, peut induire une stéatose hépatique, avec des variations de réponse selon le

sexe, possiblement liées a des différences dans la capacité de détoxification (Fromenty,

2021). Par ailleurs, une étude réalisée sur des lapines exposées a un pesticide a base

d'abamectine a révélé des altérations de la fonction hépatique, caractérisées par une

perturbation du métabolisme lipidique et une diminution des taux de cholestérol, de

triglycérides et de phosphatases alcalines (Abderrahim, 2022).

6- facteurs influencant la toxicité hépatique

Tableau7 : facteurs influengant la toxicité hépatique

Facteur

Dose

Effet dose-dependant :

Effets / Influence sur le foie

la nécrose, l'inflammation et la

fibrose augmentent a des doses élevées ; effet cumulatif lors

d'expositions répétées.(Lammoglia et al., 2017).
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Durée Aigué : hépatite toxique (cytolyse)

d‘exposition
- Chronique : stéatose, fibrose, cirrhose, carcinome
hépatocellulaire (CHC) (Shu et al., 2025)

Voie Oral : premier passage hépatique

d‘administration

- Cutanée : absorption progressive.

- Respiratoire : diffusion rapide, effet systémique (Tudi et
al., 2022).

Age Enfants et personnes agées : activité enzymatique (CYP)
réduite, sensibilité accrue (Hodges & Minich, 2015).

Sexe L'activité differentielle des CYP, par exemple, le CYP3A4,
est plus marquée chez les femmes (Hodges & Minich, 2015).

Etat Malnutrition : déficit en enzymes et en antioxydants
nutritionnel (glutathion).

- Obésite : accumulation et relargage prolongé de pesticides
lipophiles (Li et al., 2024)
7- Hypotheéses sur la perturbation hépatique
7-1. Stress mitochondrial et peroxysomal

L'exposition aux pesticides entraine une production excessive d'especes réactives de
I'oxygéne (ROS) et d'especes réactives de l'azote (RNS), provoguant des lésions
mitochondriales et la mort cellulaire des hépatocytes. Ce stress oxydatif est commun a

plusieurs classes de pesticides. (Rives et al., 2020 )

7-2. Réponse au stress du réticulum endoplasmique (ER)
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Les pesticides provoguent une accumulation de protéines mal repliées, déclenchant ainsi
la réponse aux protéines mal repliées (Unfolded Protein Réponse) et lI'apoptose hépatique,

comme cela a été observé avec le glyphosate.(Bai et al., 2023 )
7-3. Dysrégulation des recepteurs nucléaires CAR/PXR et du systeme Nrf2

Les pesticides modifient I'expression des enzymes detoxifiantes par I'intermédiaire des
récepteurs CAR/PXR et perturbent la voie antioxydant Nrf2, ce qui favorise I'accumulation de
métabolites toxiques et le stress oxydatif. (Daujat-Chavanieu & Gerbal-Chaloin, 2020 )

7-4. Activation des voies inflammatoires NF-kB et JAK/STAT

Le stress oxydatif active NF-kB ainsi que la voie JAK/STAT, ce qui entraine la
production de cytokines pro-inflammatoires aggravant les lésions hépatiques et la fibrose
(Paszek, 2020).
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1.1. Matériel
1.1.1. Matériel animal

Un total de 30 rats albinos males adultes (souche Wistar), d‘un poids moyen de
136.5667 £ 10.45 g, ont été obtenus de 1‘animalerie de la nature et de la vie a 1‘université d‘El
Oued., Algérie. Les animaux ont été hébergés dans 1‘animalerie du Département de Biologie
Moléculaire et Cellulaire, Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Université d‘El-
Oued, Algérie. Avant le début de 1‘expérimentation, tous les rats ont été soumis a une période
d‘acclimatation de deux semaines dans des conditions de laboratoire controlées : cycle
lumineux de 12 heures d‘éclairage / 12 heures d‘obscurité, humidité relative de 41+ 3 % et
température ambiante maintenue a 24°C. Pendant toute la durée de 1°étude, les animaux
avaient un acces libre a une alimentation standard pour rats (Southon et al., 1984) et a 1‘eau
du robinet ad libitum. La manipulation et la prise en charge des animaux tout au long des
procédures expérimentales ont été réalisées conformément aux recommandations du comité

d‘éthique local.

S

Figure 7: Les rats des souche Wister Albinos (photo originale)

1.1.2. Produits chimiques et réactifs

Les pesticides fabriqués par QINGDAO HISIGMA, SHANDONG province shandong,
shinan district. China et le peroxyde d‘hydrogéne (H20:) ont été obtenus auprés de Biochem
Chemopharma Co (France). Les autres produits chimiques, réactifs et solvants organiques ont
été achetés chez Sigma-Aldrich (USA). Par ailleurs, des kits commerciaux fournis par
Spinreact (Barcelone, Espagne) ont été utilisés pour la mesure des parametres biochimiques.

2. Méthodes
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1. Etude de toxicité sub chronique

Etude sur la toxicité sub chronique des pesticides selon les régles suivantes : Les rats
ont été répartis en six groupes comme suit: Groupe I (T), qui a servi de groupe témoin et n‘a
recu aucun traitement. Groupe Il (B), groupe témoin du véhicule, ou les rats ont uniquement
recu I‘huile utilisée pour diluer les pesticides. Groupe III (C), qui a été traité par gavage oral
avec 1,6 mg/kg/jour de lambda-cyhalothrine (LTC). Groupe 1V (D), qui a recu par gavage 0,6
mg/kg/jour d‘alpha-cyperméthrine (a-CYP). Groupe V (E), traité par gavage oral avec 2,9
mg/kg/jour de Bifenthrine (BIF). Enfin, Groupe VI (F), qui a recu un mélange des trois
pesticides (LTC, a-CYP, et BIF) aux mémes doses individuelles que celles administrées dans

les groupes 111 a V, et ce, simultanément par gavage oral.

Les signes de toxicité, changement du poids corporel, effets indésirables ont été suivi

pendant toute la période de traitement
2. Traitement des animaux

Aprés une période d‘adaptation (deux semaines) dans des conditions normales de
laboratoire (température de 24°C, humidité relative de 41%, et photopériode de 12 h/12 h),
trente rats albinos males adultes ont été répartis au hasard en six groupes (n = 5 par groupe).
Les animaux ont recu une administration orale quotidienne pendant 30 jours consécutifs

comme suit :

e Groupe | (T) : a servi de groupe témoin et n‘a recu aucun traitement.

e Groupe Il (B) : groupe témoin du véhicule ; les rats n‘ont regu que l‘huile
utilisée pour diluer les pesticides.

e Groupe 111 (C) : les animaux ont recu 1,6 mg/kg/jour de lambda-cyhalothrine
(LTC) par gavage oral.

e Groupe IV (D) : les animaux ont re¢u 0,6 mg/kg/jour d‘alpha-cyperméthrine
(a-CYP) par gavage.

e Groupe V (E) : les animaux ont regu 2,9 mg/kg/jour de Bifenthrine (BIF) par
gavage oral.

e Groupe VI (F) : les animaux ont recu un mélange des trois pesticides (LTC +
a-CYP + BIF) aux mémes doses individuelles que dans les groupes Il a V,

administrés simultanément par gavage oral.
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Figure 8: Gavage oral des pesticides chez les rats (photo originale).

Le poids corporel de tous les rats a été enregistré jour par jour pendant toute la période
expérimentale. Toutes les procédures étaient conformes aux lignes directrices éthiques

institutionnelles pour le soin et l‘utilisation des animaux de laboratoire
3.Préparation des échantillons
3.1Sacrifice et collecte de sang

Aprés 16 heures de jelne et a la fin de traitement, les rats ont été décapités sous une
Iégere anesthésie a de chloroforme. Les échantillons de sang ont été transférés dans des tubes
EDTA préalablement marqués et numérotés pour chaque rat. Le sérum obtenu apres
centrifugation du sang a une vitesse de 2500 tr/min pendant 10 minutes a été stocké a -20°C

jusqu‘a ce qu‘il soit nécessaire pour les analyses biochimiques
3.2Préparation des échantillons de tissus

Les animaux sacrifiés ont été ouverts ventralement pour prélever du foie. lls ont été
pesés apres avoir été lavés dans une solution saline normale et stockés a -20°C pour la
détermination des parameétres de stress oxydatif (MDA, SOD, GSH, et GPX). De plus, un

échantillon du foie a été fixe dans du formaldéhyde a 10% pour un examen histopathologie.
3.3Analyse des parameétres hématologiques

3.3.1 Dosage FNS
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Les analyses du FNS ont été examinées a 1‘aide d“un dispositif 1‘appareil (Mindray BC-
2800) .En placant un échantillon de sang prélevé directement dans le dispositif et en le lisant
selon les normes établies, et aprés tous les résultats des tests de poupée des normes sont
enregistres dans l'appareil.

3.3.2 Méthode de dosage des parametres biochimie du sang

3.3.2.1Dosage de glycémie

La glycémie est déterminée par une méthode enzymatique utilisant la glucose oxydase
(GOD) et la peroxydase (POD). La glucose oxydase catalyse 1‘oxydation du glucose contenu
dans I‘échantillon en acide gluconique et peroxyde d‘hydrogéne (H:0:). Le peroxyde
d‘hydrogene ainsi formé réagit ensuite avec un chromogéne en présence de la peroxydase
pour produire un composé coloré. Lfintensit¢ de la coloration, mesurée par
spectrophotométrie a une longueur d‘onde de 505 nm, est proportionnelle & la concentration

de glucose dans 1‘échantillon. (Trinder, 1969).

Glucose + O2 —(GOD) Gluconate + H20:
H20: + chromogéne —(POD) Produit coloré + H.O

Cette méthode permet une mesure fiable et spécifique du glucose dans le sérum ou le

plasma

3.3.2.2 Dosage d'urée

L'uréase catalyse I'némolyse de l'urée, présentée dans I'échantillon, en ammoniac
(NHj3) et en anhydride carbonique (CO,). L‘ammoniac formé est incorporé a 1'a-cétoglutarate
par l'action du glutamate déshydrogénase (GLDH) avec oxydation parallele de la NADH a la
NAD.

Urée + H,0 —(Uréase) 2 NH;3 + co2
NH3 + a-cétoglutarate + NADH + H+ —(GLDH) L-Glutamate + NAD+ + H,0O

La diminution de la concentration de NAD+ dans la méthode est proportionnelle a la
concentration d'urée dans I'échantillon testé. L'absorption est mesurée a 340 nm (Mac et
Rackeyll, 1927).

3.3.2.3 Dosage de la creatinine



Chapitre | Matériel et Méthodes

Le dosage est basé sur la réaction de la créatinine avec le picrate de sodium. Créatinine
réagit avec le picrate alcalin formant un complexe rouge. L'intervalle de temps choisi pour les
mesures évite les interférences provenant d'autres constituants du sérum. L'intensité de la
couleur formée est proportionnelle a la concentration de créatinine dans I'échantillon
(Murray, 1984).

3.3.2.4 Dosage de I'activité de I'alanine Amin transférase (ALAT)

Le dosage de l'activité de I'alanine Amin transférase (ALAT ou TGP), est selon une
méthode developpée par Wrobleski et La Due, et optimisée par Henry et Berg Meyer

(conforme aux recommandations de 1°'IFCC). Le schéma réactionnel est le suivant :
Alanine + a-cétoglutarate —(ALAT) Pyruvate + Glutamate
Pyruvate + NADH + H* —(LDH) Lactate + NAD*

La diminution de I‘absorbance due a la conversion du NADH en NAD+ et
proportionnelle a I‘activité ALAT dans le spécimen, est mesurée a 340 nm. L absence de PSP

contribue a une forte amélioration de la stabilité du réactif reconstitué (Berg Meyer, 1978)
3.3.2.5 Dosage de I'activité de I'aspartate amino transférase (ASAT)

Le dosage de l'activité de I'Aspartate amino transférase (ASAT ou TGO) est selon une
méthode développée par Karman et optimisée par Henry (Conforme aux recommandations de
I‘TFCC). Le schéma réactionnel est le suivant :

Aspartate+a —Cétoglutarate AST Glutamate + Oxaloacétate
Oxaloacétate + NADH + H+ MDH Malate + NAD+

La diminution de l‘absorbance due a la conversion du NADH en NAD et
proportionnelle a 1°activit¢ ASAT dans le spécimen, est mesurée a 340 nm. L‘absence de P5P
contribue a une forte amélioration de la stabilité du réactif reconstitué (NECIB, ZEKRI
,2020)

4 Détermination des parametres du stress oxydatif
4.1Préparation des homogénats

Un gramme de tissu hépatique de chaque rat des différents groupes étudiés a été utilisé.
Aprés broyage et homogeénéisation des tissus dans du TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH
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7,4), la suspension cellulaire est centrifugée a 3900 rpm pendant 20 minutes. Le surnageant
obtenu est ensuite conservé sur glace pour déterminer la présence d‘indicateurs de stress

oxydatif.
4.2Dosage des protéines totales par la méthode de Bradford
Principe

La méthode de Bradford repose sur I'utilisation du bleu de Coomassie, un colorant qui
réagit avec les groupements amines (—NH:) des protéines pour former un complexe bleu.
Leintensité de la coloration obtenue est proportionnelle a la concentration en protéines et
dépend de 1°¢tat d‘ionisation du milieu acide. L absorbance du complexe formé est mesurée a

595 nm a I‘aide d‘un spectrophotométre (Bradford, 1976).
Préparation du réactif de Bradford

Dissoudre 100 mg de bleu de Coomassie dans 50 ml d‘éthanol a 95 %, puis agiter le
mélange pendant deux heures a 1‘abri de la lumicre. Ajouter ensuite 100 ml d‘acide ortho
phosphorique (HsPO.) a 85 %, compléter le volume a 1 litre avec de 1‘eau distillée, puis filtrer

la solution obtenue a 1‘aide d‘un papier filtre.
Protocole expérimental

A 1 mL d‘homogénat tissulaire, on ajoute 5 mL du réactif de Coomassie. Aprés une

incubation de cinq minutes, 1‘absorbance est mesurée a 595 nm par rapport a un témoin blanc.

La concentration en protéines est déterminée en comparaison avec une gamme étalon de
sérum albumine bovine (BSA) préparée dans les mémes conditions, aux concentrations
suivantes : 5 — 10— 15- 20 — 25 — 30-35mg/mL .

Dosages des paramétres du stress oxydatif.
4.3Dosage des Malon dialdéhyde (MDA) tissulaires
Principe

L'estimation du MDA dans les échantillons a été réalisée conformément a Yagi (1976)
sur la base d'une méthode colorimétrique qui mesure la densité optique d'un complexe rose de
substances réactives a l'acide thiobarbiturique qui s'est formé a partir de la condensation du

MDA en milieu acide et sous chauffage en présence d'acide thiobarbiturique.
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Protocole expérimental

200 pl déchantillons d’homogénats ont été introduits dans un tube a essai en verre,
mélangés avec 800 pl de réactif TBA puis fermés hermétiquement. Les mélanges ont été
chauffés au bain-marie pendant 15 min a 100 °C. Ensuite, ils ont été refroidis pendant 30 min
dans un bain-marie froid, les tubes ont été ouverts pour laisser sortir les gaz produits pendant
la réaction. Apres incubation, les solutions ont été centrifugées pendant 5 min a 3000 tr/min et
la densité optique (DO) du surnageant a été lue a = 532 nm a l'aide d'un spectrophotomeétre
(Jenwey). La concentration d'acide thiobarbiturique (TBARS) a été évaluée a l'aide du
coefficient d'extinction moléculaire du MDA a l'aide de I'équation suivante :

0D sample

MDA (nmol /mg of prot) = 1.53x 10 * 5 X mg of prot

4.4Détermination de Pactivité du super oxyde dismutase (SOD)
Principe

L'estimation de l'activité super oxyde dismutase dans les échantillons a été réalisée
selon Beauchamp et Fridovich (1971) par une méthode colorimétrique. Absorbance a 560 nm

en utilisant la technique d‘essai de 1‘activité SOD en utilisant le NBT par 1‘anion superoxyde

(02.-) (Beauchamp et Fridovich, 1971).
Procedure

50 pL d'échantillon ont éteé introduits dans des tubes a essai et mélangés a 1 000 pL (0,1
mM, 13 mM), 1 800 pL de solution tampon phosphate (50 mM ; pH 7) et 100 pL de NBT (75
UM). Les tubes ont été incubés 5 minutes a 25 °C. 50 pL de riboflavine (2 uM) ont ensuite été
ajoutés et incubés dans une boite a lumiere pendant 20 minutes. La densité optique a eté lue a
560 nm

Expression des résultats

L'activité SOD a été exprimée en unités/mg de protéine ; le pourcentage d'inhibition de

la réduction du NBT par la SOD était conforme a I'équations suivante :
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0D blanc - OD sample
OD blanc

[nhibition percentage (%) =

4.5Détermination du taux de glutathion réduit (GSH)
Principe

Les taux de GSH dans différents échantillons d'homogénats ont été déterminés selon la
méthode de Weckbecker et Cory (1988), en mesurant la densité optique du TNB (acide 2-
nitro-5-mercocapturique) formé par réduction du réactif d'Elman dithio-bis-2 1‘acide

nitrobenzoique (DTNB) en présence de groupes SH présents dans le GSH.
Procédure

800 pL déchantillons ont été ajoutés a 200 uL d'acide salicylique (0,25 %). Les
solutions mélangées ont ensuite été centrifugées pendant 10 minutes a 1 000 tr/min. 500 mL
de surnageant ont été mélangés avec 25 pl de DTNB (0,01 mol/L) et 1000 ul de solution
tampon Tris (Tris 0,4 mol ; NaCl 0,02 mol ; pH = 8,9). Apres 5 min, la densité optique de
I'échantillon (DO) a été lue & = 412 nm. Les concentrations de GSH ont été exprimées en

(nmol/mg de protéine) selon I'équation suivante

(0D x 1 x 1.525)
13133 x 0.8 x 0.5 x mg of prot

GSH (nmol/mg of prot ) =

OD : Densité optique.

1.525 : volume total du mélange par ml.

13133 : Constante d‘absorption des groupes SH a 412 nm.
0.5 : Volume du surnageant

1 : volume de mélange protéique.

0,8 : volume de solution homogéne sans protéine existe dans 1 mL.
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4.6 L"activité glutathion peroxydase (GPx)

Elle a été estimée selon Flohé et Gunzler (1984). Cette méthode repose sur la réduction
du glutathion réduit par le peroxyde d'hydrogeéne(H20:). Présence de glutathion réduit (GSH)
qui se transforme en GSSG sous l'effet de Il'activité GPx. 200 pL d'’homogénat ont été
mélangeés a 400 pL de GSH (0,1 mM) et 200 uL de solution tampon TBS (Tris 50 mM ; NaCl
150 mM ; pH 7,4) ; le mélange a été incubé 5 min a 25 °C au bain-marie. Apres cela, 200 pL
de peroxyde d'hydrogéne (1,3 mM) ont été ajoutés pour initier la réaction et laissés agir 10
min. 1000 pL de TCA (1 %) ont ensuite été ajoutés pour arréter la réaction et incubés 30 min.
Les mélanges réactionnels ont ensuite été centrifugés 10 min a 3000 tr/min, et 480 uL de
surnageant ont été mélangés a 2200 L de solution tampon TBS et 320 L de DTNB (1 mM).
Aprés 5 min d'incubation, la densité optique (DO) a été lue a A = 412 nm. L'activité
enzymatique de GPx a été exprimée en umol GSH/mg de protéine et déterminée selon

I'équation suivante :

0D sample — OD blanc
0D blanc

GPx (umol GSH/mg of prot) = [( ) X 0.4] x 5/mg of prot)
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Control

1.6mg/kg.

-

Aprés 30 jours de prise du pesticide par
voie orale

Figure 9 : Schéma récapitulatif du protocole expérimental de 1’étude in vivo.
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5. Analyse histologique
5.1. Le prélevement d'échantillon

Le prélevement histologique est une biopsie qui est un prélévement d‘un trés petit

morceau d'un organe de foie pour effectuer des examens (peut faire a l'aide d'un couteau)

Figure 10 : Cassette d’inclusion histologique (photo originale)
5.2. Préparation des blocs tissulaires

Les fragments de foie prélevés sont placés dans des cassettes spécifiquement congues a
cet effet, puis immédiatement immergés dans du formol a 10 % (solution de formaldéhyde)
pendant une durée de 12 heures afin d‘assurer la fixation des structures cellulaires. Apres cette
étape, les cassettes sont transférées dans de 1°éthanol absolu pendant 12 heures dans le but de
déshydrater les tissus en ¢éliminant 1‘eau contenue dans les échantillons. Les cassettes sont
ensuite brievement agitées, puis placées dans du xylene pendant 12 heures. Le xyléne agit
comme un agent intermédiaire pour faciliter 1‘imprégnation ultérieure par la paraffine.
L'enrobage en paraffine constitue une étape cruciale permettant de protéger le tissu et de lui
conférer une consistance adaptée a la découpe au microtome. Pour cela, chaque fragment est
placé dans un moule, recouvert par la cassette, puis imprégné de paraffine liquide
préalablement chauffée a une température comprise entre 56 et 60 °C.Apres refroidissement a
—23 °C pendant au minimum 40 minutes, on obtient un bloc de paraffine solide, contenant le

tissu inclus en son centre, prét a étre sectionné pour 1°analyse histologique.
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Figure 11: Dispositif de préparation des blocs tissulaires (photo originale)
5.3. Réalisation des coupes histologiques

A I‘aide d‘un microtome, des coupes fines sont réalisées aprés avoir installé une lame
spécifique et placé une cassette contenant 1‘échantillon. L*épaisseur de coupe est réglée a 10
pm afin d‘obtenir des sections trés fines. Les coupes obtenues sont ensuite transférées dans un
bain-marie maintenu a 50 °C, ce qui permet a la paraffine de se ramollir légérement. A 1‘aide
d‘une lame, les sections sont délicatement récupérées a la surface de 1°eau, puis transférées
sur des lames porte-objet. Ces derniéres sont ensuite placées dans une étuve a une température
comprise entre 110 et 115 °C pendant environ 7 minutes, afin de favoriser 1‘adhérence des

coupes au verre par évaporation de 1‘eau résiduelle

Figure 12: Appareil de coupe histologique (photo originale)

5.4. Méthode de coloration histologique
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La technique de coloration employée repose principalement sur [l'utilisation de
1‘hématoxyline de Harris, qui colore les noyaux en bleu violet foncé a presque noir, et de
1‘éosine, qui teinte le cytoplasme en rose a orange. La solution d‘éosine peut étre préparée en
dissolvant 16 g de poudre d‘éosine dans 500 mL d‘eau distillée. Cette méthode, inspirée du

protocole de Gill (1974), dure environ 25 minutes lorsqu'on utilise des solutions concentrées.
Protocole de coloration :

Xyléne (2 min) — Xyléne (3 min) — Ethanol 100 % (30 sec) — Ethanol 95 % (30 sec)
— Ethanol 70 % (30 sec) — Eau distillée (1 min) — Hématoxyline (3-5 min) — Eau distillée
(3 min) — Eosine (5-7 min) — Eau distillée (3 min) — Ethanol 70 % (30 sec) — Ethanol 95
% (30 sec) — Ethanol 100 % (30 sec) — Xyléne (1 min) — Xyléne (1 min).

Le premier bain de xyléne a pour objectif d‘éliminer les résidus de paraffine. Les bains
de xyléne en fin de protocole permettent d‘éliminer 1°alcool résiduel et d‘éviter 1‘apparition
d‘un aspect flou qui peut survenir si les lames sont laissées a l‘air libre aprés la
déshydratation. L‘utilisation graduelle de 1°éthanol a différentes concentrations favorise la

déshydratation progressive des tissus avant la fixation définitive.

Figure 13 : Etapes de la coloration (photo originale)

6. Analyse statistique

Les résultats obtenus sont exprimés sous forme de moyenne + erreur standard de la
moyenne (Moyenne + ES). L‘analyse statistique a été réalisée a 1‘aide du logiciel SPSS

(version 22). Les moyennes des différents groupes ont été comparées en utilisant une analyse
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de la variance a un facteur (ANOVA a un seul facteur) suivie du test de comparaisons

multiples de Duncan (DMRT) au seuil de signification de p = 0,05.

Les différences entre les groupes ont été considérées comme significatives selon les

critéres suivants :

0  Différence significative (* ou p <0,05)
0  Différence hautement significative (** ou p < 0,01)

0 Différence trés hautement significative (***p < 0,001)
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Conclusion géenérale

L‘usage généralisé des pesticides, en particulier des pyréthrinoides, suscite aujourd‘hui
de vives préoccupations quant a leurs effets néfastes sur la santé humaine et sur
l‘environnement. Ces composés sont régulierement incriminés dans la dégradation de la
biodiversité et dans 1‘augmentation de 1‘incidence de diverses pathologies chroniques. La
présente étude, menée sur un modele in vivo, a permis de démontrer que méme a faibles
concentrations, les pyréthrinoides notamment la lambda-cyhalothrine, 1‘alpha-cyperméthrine
et la bifenthrine exercent une toxicité significative sur plusieurs organes cibles,
particulierement le foie. L‘analyse biochimique a révélé une altération marquée des fonctions
hépatiques, rénales, métaboliques et hématologiques, suggérant une implication directe dans
la genése de pathologies observées dans la région d°El Oued.

L*effet toxique le plus prononcé a été observé dans le groupe ayant regu la combinaison
des trois composes, ce qui laisse supposer une interaction synergique aggravante entre ces
pesticides. En parall¢le, 1‘évaluation du stress oxydatif a mis en évidence une perturbation
importante de 1‘équilibre antioxydant, marquée par une baisse du glutathion et de 1‘activité de

la GPx, traduisant un état de stress oxydatif soutenu et délétere.

Fait préoccupant, ces effets indésirables sont apparus a des doses inférieures aux seuils
habituellement considérés comme toxiques, soulignant la dangerosité potentielle de ces
substances, méme en 1‘absence d‘exposition professionnelle directe. Cela met en lumiere la
nécessité urgente de réévaluer l‘innocuité de ces pesticides, en particulier lorsqu‘ils sont

utilisés en combinaison, que ce soit en contexte agricole ou domestique.

Il serait ainsi pertinent de poursuivre ces travaux par des études mecanistiques
approfondies afin de mieux comprendre les voies de toxicité impliquées, et d‘encourager
1‘adoption d‘alternatives moins nocives dans une optique de santé publique et de préservation

de [‘environnement.
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