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I  bstract

Abstract

Lambda-cyhalothrin (LCT) is a new insecticid based on pyrethroids, which are
insecticides widely used in agricultural production around the world. This insecticide is
misused and overused by farmers and may therefore pose a health risk to consumers.

In this Experimental study focused on assessing the impact of lambda-cyhalothrin on
liver cells in vivo Wistar rats.

To define this impact by exposing male Wistar rats to different doses of lambda-
cyhalothrin (LCT) (5 and 10 mg / kg / day) orally for 3 months.

The results obtained show that: lambda-cyhalothrin leads to a decrease in liver weight
in treated rats compared with controls.

Adverse effects have affected metabolites including; there is a very highly significant
decrease in liver lipid levels compared to controls. And a significant increase in protein levels
in treated rats compared with controls.

A better characterization of hepatotoxicity with respect to the toxicity of lambda-
cyhalothrin through the determination of GSH, GPx MDA, GSTand CAT at the liver level
which is explained by a decrease in the activity of Glutathione peroxidase GPx, and GSH and
CAT as well as an increase in a lipid peroxidation marker (MDA), and Glutathione-S-
transferase in treated versus control rats.

These results inspire the oxidative effect of lambda-cyhalothrin, which can induce

oxidative stress in liver cells.

Key words: Pesticids , Lambda-cyhalothrin, toxicity, Oxidative stress, , Liver,



Résumé

La lambda-cyhalothrine (LCT) est un nouvel insecticide a base de pyréthrinoide qui
sont des insecticides largement utilisés dans la production agricole partout dans le monde. Cet
insecticide est mal utilisé et trop utilisé par les agriculteurs et peut donc causé un risque pour
la santé des consommateurs.

Dans cette étude Expérimentale a porté sur 1’évaluation de l'impact de lambda-
cyhalothrine sur les cellules hépatiques in vivo des rats Wistar.

Pour définir cette impact en exposant les rats Wistar a des doses différentes de
lambda-cyhalothrine (LCT) (5 et 10 mg/kg/jour) par voie orale pendant 3 mois.

Les résultats obtenus montrent que: lambda-cyhalothrine entraine une diminution de
poids du foie chez les rats traitées par rapport aux témoins.

Des effets néfastes ont touché les métabolites dont; il y a une diminution tres
hautement significative de taux des lipides du foie par rapport aux témoins. Et une
augmentation significative de taux des protéines chez les rats trait€s en comparaison avec
témoins.

Une meilleure caractérisation de la hépatotoxicité vis-a-vis a la toxicité du lambda-
cyhalothrine a travers le dosage de GSH, GPx MDA, GST et CAT au niveau de foie qui est
expliqué par une diminution de I’activité du Glutathion peroxydase GPx, et GSH et CAT ainsi
qu’une augmentation d’un marqueur de la peroxydation lipidique (MDA), et le Glutathion-S-
transférase chez les rats traités par rapport aux témoins.

Ces résultats inspirent l'effet oxydant du lambda-cyhalothrine qui peut induit le stress

oxydatif dans les cellules hépatiques.

Mots clés: pesticides , Lambda-cyhalothrine, toxicité, Stress Oxydative, Foie.
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A Ecart Type
8-OH-dG 8-hydroxy-2’-déoxyguanosine
ADN Acide Désoxyribose Nucléique
AGPI Acides Gras Polyinsaturés
BG Branche Gauche
BSA Sérum Albumine Bovine
BBC Bleu Brillant de Coumassie
CAT Catalase
CET Cellule Etoilée
Cu Cuivre
DNPH Dinitrophényl hydrazone
EOA Especes Oxygénées Activées
ERO Especes Réactives Oxygénées
EDTA Acide Ethylene Diamine Tétra Acétique
Fe™* Fer Ferreux
Fe™* Fer Ferrique
GPx Glutathion Peroxydase
GST Glutathion S-Transférase
GRd Glutathion Réductase
GSH Glutathion Réduit
GSSG Glutathion Oxydé
HO,' Radical Perhydroxyle
H,O0; Peroxyde d’hydrogene
IndSeGPx | Glutathion Peroxydase-Sélénium Indépendant
LCT Lambda-Cyhalothrine
LM Lobe Médian
LLG Lobe Latéral Gauche
LLDD Lobe Latéral Droit Dorsal
LLDV Lobe Latéral Droit Ventral
LC Lobe Caudé
LG Lobe Gauche
LD Lobe Droit
MDA Malondialdéhyde
Mg Magnésium
ml Millilitre
M Molaire
mM Millimolaire
mmol Millimol
nM Nanometre
NO’ Monoxyde D’azote




B istc des abréviations

0, Radical Superoxyde
‘OH Radical Hydroxyle
0, Oxygene Singulet
PBA Phénoxy benzoique
PF Poids Du Foie
PT Poids Total
PRF Poids Relatif De Foie
| Probabilité
R Radicaux Libres
ROS Réactive Oxygen Species
ROO’ Radical Peroxyle
RO’ Radical Alcoxyle
RH Substrat Organique
RLO Radicaux Libres Dérivés De L’oxygene
SOD Superoxyde Dismutase
SeGPx Glutathion Peroxydase-Sélénium Dépendant
Se Sélénium
Tr Tour
T Témoin
TCA Acide Trichloroacétique
ul Microlitre
ug Microgramme
pmol Micromole
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Introduction

La toxicologie est une branche distincte de la science et a sa propre importance. Elle es
traite de la toxicité de tout produit chimique ou composé par intension ou exposition
accidentelle a des organismes vivants. L'exces de tout composé sera dangereux pour la vie et
sera pris en compte dans les études de toxicité. A 1'ére moderne, 'utilisation de produits
chimiques et de composés qui s'accumulent ou sont quotidiennement exposés a I'homme est
nocive a bien des égards. Les pesticides sont utilisés pour le bien-étre des €tres humains, mais
ils nous mettront au défi en leur montrant leur toxicité. Ils peuvent étre directement exposés a
nous ou indirectement par le biais de la chaine alimentaire (Paliwal et al., 2009).

La toxicité chez I'hnomme est une vérité menacante et bien plus que toute maladie causée
par un organisme car les substances toxiques sont omniprésentes dans l'air, dans 1'eau et dans
les aliments. 1l existe des composés qui ne sont pas directement utilisés par les humains mais
indirectement, ils pénéetrent dans le corps humain et provoquent des blessures. Les pesticides
sont tres courants dans ces catégories. Ils sont utilisés contre divers parasites pour le bien-€tre
humain, mais ils nous sont également nocifs via la chaine alimentaire. Le foie est le site
principal de toute substance toxique et a souffert en premier. De plus, le foie joue un role tres
important dans le métabolisme des mammiferes (Paliwal et al., 2009).

Les pesticides aussi sont des composés toxiques pour tous les organismes vivants.
Toutefois, les effets varient d'une espece a l'autre. Mais l'utilisation excessive de ces
pesticides pose de nombreux problemes a chacun d'entre nous. De nos jours, les pesticides
chimiques synthétiques sont en pratique en raison de leurs résultats actifs et optimaux
(Paliwal et al., 2009).

Parmi ces pesticides on rappelle les Pyréthrinoides de synthese ;ils ont fait I’objet d’étude
de plusieurs chercheurs dont certains ont peut découvrir qu’ils sont de puissants insecticides a
large spectre, respectueux de l'environnement, compatible en raison de leur persistance
modérée, de leur faible volatilité et leur mobilité aqueuse pauvre dans le sol (Zoumenou et
al., 2015).

L'exposition au ces pesticides, engendre des maladies telles que les troubles de la
reproduction, cancer, troubles neurologiques, allergies, troubles mentaux pourraient étre
connecté. De plus, les pesticides (les insecticides) sont des produits chimiques potentiellement
perturbateurs du systéme endocrinien. IIs ont démontré qu’il avait un impact négatif sur le
systeme reproducteur, immunitaire et les systtmes hormonaux des humains et des animaux

(Al-Amoudi, 2018).
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De nos jours, les pyréthrinoides synthétique de type II de nouvelle génération, est
largement utilisée en agriculture la lutte antiparasitaire a domicile et la protection des denrées
alimentaires. (Yousef Ali, 2012).

La lambda-cyhalothrine (LTC) est un pyréthrinoide synthétique doté d'un large spectre
d'activités insecticides et acaricides utilis¢ pour lutter contre un large éventail d’insectes
nuisibles dans diverses applications (Fetoui et al., 2015).

Comme pour la plupart des insecticides utilisés en agriculture, 1’utilisation de lamda-
cyhalothrine dans 1’agriculture pourrait avoir des effets sur la santé humaine. C’est ainsi que
Sarunya et al. (2012) ont noté la présence de 1’acide 3 phénoxybenzoique (3 PBA) dans le
plasma humain des producteurs et consommateurs. Or I’acide 3 phénoxybenzoique est présent
chez presque tous les Pyréthrinoides (la lambda-cyhalothrine, la cyperméthrine, la
deltaméthrine, etc.). Selon ces auteurs, la présence du 3 PBA chez les consommateurs est due
a la présence des résidus dans les fruits et Iégumes (Zoumenou et al., 2015).

La lambda-cyhalothrine a été pris en compte pour cette étude toxicologique car il
représente leur groupe et leur catégorie actuelle. Ce composé a été sélectionné car il est tres
couramment utilisé pour la protection des légumineuses, des 1égumes et des aliments contre
divers organismes nuisibles (Paliwal et al., 2009).

Notre travail de recherche a pour objectif d'évaluer 1'impact de lambda-cyhalothrine sur
les cellules hépatiques in vivo des rats Wistar.

Pour cela on a fixé quelques buts a atteindre:

1. Mise en évidence d’une éventuelle la toxicit¢ de pesticide sur les parametres
biochimiques chez les rats de la race Wistar.

2. Estimation de D’activité enzymatique suite a une intoxication orale par lambda-
cyhalothrine plus spécifiquement au niveau du foie.

3. Voir les effets sur D’étre humain aprés extrapolation de nos résultats.
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1. Généralité

Le terme pesticide est un mot récent emprunté a la langue anglaise (Madjour et Ouizem,
2012). 11 est composé de « Pest », désigne tout organisme vivant (virus, bactéries,
champignons, herbes, vers, mollusques, insectes, rongeurs) susceptible d'étre nuisible a
I'homme et/ou a son environnement. Et de" cide", du latin caedere « frapper, abattre, tuer »
(Saadane, 2018).Assi le mot «pesticide » est un terme générique qui englobe les produits
phytopharmaceutiques et les produits biocides, sont donc toutes les substances chimiques
naturelles ou synthétisées utilisées en agriculture pour neutraliser ou détruire les différentes
sortes des nuisibles (Madjour et Ouizem, 2012 ; Saadane, 2018).

Les pesticides sont divisés selon leur cible en herbicides désignés pour tuer les mauvaises
herbes ; en insecticides pour combattre les insectes ; en fongicides qui luttent contre les
champignons ; en acaricides pour tuer les acariens ; en hélicides ou molluscicides pour
éradiquer les nématoceres ; en rodenticides ou raticides pour combattre les rongeurs vertébrés
(Gasmi, 2018).

Ces composés jouent un role non seulement en agriculture, mais aussi dans le domaine de
la santé publique pour lutter contre les vecteurs des maladies infectieuses (€radication du
paludisme par exemple) ils se présentent sous la forme de poudres (pour poudrages,
mouillables, solubles), de granulés, d'émulsions, de préparations microencapsulées, de
solutions dans divers solvants (kérosene, xylene, fractions de pétrole, huiles minérales,
alcools, glycols, cétones). Parfois plus toxiques que la matiere active elle-méme, ils sont
utilisés seuls ou en association avec d'autres pesticides ou synergistes (Alain et Alain, 2005).
Parmi les premiers pesticides les utilisés et les plus utilisés en Algérie on distingue les
insecticides, ils sont destinés a détruire les insectes nuisibles (Ayad-mokhtari, 2012).

Un insecticide est une substance ou préparation utilisés pour la lutte contre les vecteurs
des maladies doit avoir les propriétés suivantes :

- Une grande efficacité sur les vecteurs cibles.

- Une efficacité a faible dose, sans provoquer de résistance.

- Une grande activité sur les autres insectes nuisibles.

- Une faible toxicité sur ’homme et les autres mammiferes.

- Des effets minimes sur I’environnement.

- Une stabilité dans le milieu extérieur, mais se dégradant dans la nature quand son

activité disparait (Harouna et Soumare, 2010).
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On distingue essentiellement dans ce groupe:

- Des composés organochlorés.

- Des composés organophosphorés.

- Des carbamates.

- Des produits d'origines végétales (nicotine, roténone, pyréthrines) ou des analogues de

synthese (pyréthrinoides).

- Des fumigants.

- Etdiverses autres substances (Alain et Alain, 2005).

2. Classification

La lambda-cyhalothrine (LCT) est un nouvel insecticide a base de pyréthrinoides qui sont
des insecticides largement utilisés dans la production agricole partout dans le monde. Ces
insecticides lipophiles sont appliqués en remplacant des organophosphorés, en raison de leur
plus faible volatilité et leur inactivation métabolique rapide (Celik et al., 2005; Khemiri,
2017).

Les insecticides pyréthrinoides sont des analogues de pyréthrines naturelles qui sont des
composés insecticides naturels produits dans les fleurs de chrysanthemes (Celik et al., 2005 ;
Li-Ming He et al., 2008).

Ces insecticides sont classés en deux grands groupes (fig. 1): Les pyréthrinoides de type I
(alléthrine, tétraméthrine, perméthrine et resmthrine) ne contiennent pas de groupe alpha-
cyanogene alors que les pyréthrinoides de type II (fénvelarate de deltaméthrine,
cyperméthrine et cyhalothrine) contiennent un groupe alpha-cyanogene (Ahmed Khan et al,
2014 ; Al-Amoudi, 2018). Les pyréthrinoides de type I provoquent une hyperexcitation,
ataxie, convulsions, paralysie, et des tirs nerveux, alors que les pyréthrinoides de type II est
caractérisé par une hypersensibilisation profuse, choréoathétose, tremblement et paralysie

mais pas de tirs nerveux répétitifs dans les nerfs sensoriels (Anadon et al, 2006).
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Figure 1. Exemples des insecticides appartenant aux types I et Il des pyréthrinoides (Gasmi, 2018).

Les pyréthrinoides également sont des neurotoxiques a la fois pour les mammiferes et les
insectes, provoquent un effet fortement excitant sur le systtme nerveux chez les mammiferes
et les insectes (Anadon et al., 2006). Ces insecticides sont considérés comme le groupe le
plus slr en raison de leurs effets de neutralisation rapide des insectes a une dose minimale et
de leur faible toxicité pour les mammiferes (Ahmed Khan et al., 2014).

3. Utilisation et application

La lambda-cyhalothrine (LCT) est un pyréthrinoide de synthese fabriqué qui est utilisé
dans la lutte antiparasitaire a domicile, I'agriculture, la protection des aliments, production, le
controle des maladies et lutte contre les vecteurs pathogenes. LCT a été largement utilisé
pour lutter contre les insectes, y compris les pucerons, les doryphores et les 1épidopteres
larves (Fetoui et al., 2010 ; Al-Amoudi, 2018 ).

Ainsi elle est utilisée pour contréler une large gamme de ravageurs a savoir les
1épidopteres, les hémipteres, les dipteres, et les coléopteres. Elle est un important outil utilisé
en santé pour controler les cafards, les moustiques, et les mouches, qui peuvent agir comme
des vecteurs de maladies (Zoumenouet al., 2015).

4. Propriété physico-chimique

La lambda-cyhalothrine ou le (R1S), 3a(Z)]-(+)-cyano(phenoxyphenyl)methyl 3-(2-chloro-

3,3,3-trifluoro-1-propenyl)-2,2  dimethylcyclopropanecarboxylate (Fig.2) est un solide

incolore de poids moléculaire 449 g/mol. Les études montrent que la lambda-cyhalothrine
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n’est facilement pas volatilisable dans I’atmosphere a cause de sa faible pression de vapeur
mais se dissipe rapidement dans 1’eau a cause de son adsorption sur les particules et les
organismes aquatiques. De plus, son coefficient de partage octanol-eau élevé (Kow) montre
qu’elle a un potentiel de bioconcentration é¢élevé. Elle est peu soluble dans 1’eau. Ses

parametres physico-chimiques sont résumés dans le Tableau 01 (Li-Ming He et al., 2008;
Zoumenou et al., 2015).

F\ E {(S)-alcohol (Z)}-(1R)-cis-acd
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Figure2. Structure chimique de la lambda-cyhalothrine (Rambabu et Kaiser, 2005).
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Tableau 1. Synthese des caractéristiques physico-chimiques de la lambda-cyhalothrine

(Zoumenou et al., 2015).

Parametres

Propriétés

Nom commun

Lambda-cyhalothrine

Numéro CAS 91465-08-6

Bioconcentration 4600 a 5000

Code de PUS EPA 128897

Formule moléculaire CxsHioCFsNO;  Mm=449.9

Apparence / état ambiant Solide incolore

Solubilité dans I'eau (mg/L) 4.10 % 2 20°C et pHS

Constante de dissociation Kd (pKa) 1.970a7.610

Log du coefficient de partage octanol —eau (log Kow) 7

Facteur de Bioconcentration (BCF) (poisson) 2240

5. Toxicocénitique
Etant donné les effets toxiques des pyréthrinoides, dont la lambda-cyhalothrine, il est
important de comprendre le devenir de ces contaminants dans I’organisme humain en fonction
du temps, c’est-a-dire la toxicocénitique ou absorption, distribution, biotransformation et
excrétion. Bien que la toxicocénitique de divers pyréthrinoides a été étudiée chez I’animal et
I’étre humain, trés peu d’informations sont disponibles sur la toxicocénitique de la lambda-
cyhalothrine spécifiquement (Khemiri, 2017).
5.1. Absorption
Les principales voies d’absorption des pesticides pyréthrinoides sont la voie digestive,
pulmonaire et cutanée. Il semble que les pyréthrinoides sont rapidement absorbés par
inhalation, tel qu’estimé sur la base de I’apparition des métabolites urinaires 30 minutes apres

I’exposition (Khemiri, 2017).

8
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5.2.Distribution
L’information disponible dans la littérature scientifique sur la distribution des
Pyréthrinoides chez I’homme est restreinte. Anadon (2006) a rapporté que la lambda-
cyhalothrine est distribué dans les tissus. Des demi-vies d’élimination moyennes de 1’ordre de
35 et 18 h dans I’hypothalamus comparativement a 13 et 12 h dans le foie ont été rapportées
aprés une exposition par voie orale et intraveineuse, respectivement. Compte tenu de cette
distribution, il a été déterminé que la concentration la plus élevée de la lambda-cyhalothrine a
¢été enregistré au niveau de I’hypothalamus. De plus, la concentration maximale détectée dans
les tissus était plus importante que celle observée dans le plasma (Khemiri, 2017).
5.3.Métabolisme

La biotransformation ou métabolisme réfere aux transformations chimiques et
biochimiques des xénobiotiques. Il s’agit d’un processus de défense par lequel 1’organisme
évite ’accumulation des substances étrangéres, en particulier les substances lipophiles,
pouvant altérer le fonctionnement biologique naturel.

Les réactions métaboliques des insecticides pyréthrinoides décrites dans les études sont
principalement des réactions d’oxydation des fractions alcool et acide, des réactions
d’hydrolyse du lien ester et des réactions de conjugaisons. Les pyréthrinoides se dégradent
rapidement en acides carboxyliques et métabolites hydrolysables qui vont étre par la suite
excrétés dans 1’urine (Khemiri, 2017).

Dans le cas de lambda-cyhalothrine, cette molécule se scindre pour produire trois
principaux métabolites, l'acide 3-phénoxybenzoique (3-PBA), acide 3-(4hydroxy)-
phynoxybenzoique (40OH-3PBA) et l'acide 3-(2-chloro-3,3,3-trifluoropropenyl)-2, 2-
diméthylcyclopropane carboxylique acid (CFMP) (fig. 3) les métabolites générés ainsi sont
alors conjugués et excrétés principalement dans l'urine au bout de quelques heures

(Anonyme).
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Figure 3. Métabolisme de la lambda-cyhalothrine chez les mammiferes (Anonyme).

5.4. Elimination

La majorité des pyréthrinoides ont une demi-vie d’élimination rapide, les études animales

disponibles montrant qu’une fois absorbé,

(Khemiri, 2017).

ils sont rapidement ¢€liminés par les reins

Les métabolites urinaires de la lambda-cyhalothrine déja identifiés et pouvant servir aux

fins de suivi biologique de 1’exposition sont 1’acide 3-phénoxybenzoique (3-PBA), I’acide cis-

3- (2-chloro-3,3, 3-trifluoroprop-1-en-1-yl)-2,2 diméthylcyclopropane carboxylique (CFMP)

(Fig.4) (Khemiri, 2017).
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Figure 4.Structure de la lambda-cyhalothrine et ses métabolites (Khemiri, 2017).
6. Toxicodynamique
La lambda-cyhalothrine agit comme un poison axonique sur le systeéme nerveux
périphérique et central de I'insecte (Li-Ming He et al, 2008). En effet, le canal sodique
voltage dépendant de la membrane des cellules nerveuses est le principal site d'action des
Pyréthrinoides (Li-Ming He et al, 2008). Plus particulierement la lambda-cyhalothrine inhibe
la fermeture des canaux sodiques et donc perturbe le fonctionnement normal du systeme
nerveux. Elle pénetre plus précisément la cuticule de l'insecte, perturbe la conduction
nerveuse dans les minutes qui suivent; ce qui conduit a la cessation de 1'alimentation, la perte
de controle musculaire, la paralysie et la mort éventuelle (Zoumenou et al., 2015).
7. Toxicité
Comme les autres pyréthrinoides, la lambda-cyhalothrine est une molécule a potentiel
neurotoxique non seulement pour les insectes, mais aussi pour les mammiferes. Cependant,
cette substance active est plus toxique chez les insectes que chez les humains, étant donné la
différence inter-especes dans la sensibilité des canaux sodiques et des différences de masse et

température corporelle (Khemiri, 2017).
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7.1. Neurotoxicité
Les signes de neurotoxicité apres l'exposition a la lambda-cyhalothrine sont compatibles

avec les signes de toxicité généralement associés aux Pyréthrinoides de type II. En outre,
l'excitation de comportement a été observée chez certains humains qui ont été exposés a la
lambda-cyhalothrine. Chez les individus gravement empoisonnés (animaux ou humains), un
plus large éventail d'effets peut se développer, les plus caractéristiques semblent étre la
diarrhée, des nausées, et des vomissements. On note également chez les rats, les souris et
lapins, des effets neurotoxiques de la lambda-cyhalothrine (Zoumenou et al., 2015).

7.2. Immunotoxicité

L'effet de la lambda-cyhalothrine sur la réponse immunitaire a été étudié chez le lapin
expos¢ a I’insecticide (lambda-cyhalothrine) via les aliments. La réponse immunitaire a été
évaluée par la réaction d'hypersensibilité de type retardé a la tuberculine. Les protéines
sériques totales, albumine, globuline (spécialement gamma globuline) le rapport albumine /
globuline et le rapport poids corporel / organe pour la rate et le thymus ont diminué de
maniere significative avec I’augmentation de la dose d’insecticide. De plus, différents des
altérations pathologiques du foie ont également ét€é observés. La Lambda-cyhalothrine a
inhibé les réponses immunitaires humorales et a médiation cellulaire chez les animaux
exposer aux concentrations testées en fonction de la dose (Morgan et Osman, 2007).

7.3. Hématotoxicité

Des modifications des parametres hématologiques ont été observées chez les rats exposés
a la lambda-cyhalothrine. Il a été rapporté que la lambda-cyhalothrine peut induire une
diminution du nombre de globules rouges et blancs et de la concentration d’hémoglobine et de
lymphocytes (Asghar et al., 2014).

7.4. Néphrotoxicité

Les dommages oxydatifs aux reins qui se manifestent par la formation d’especes
radicalaires superoxyde azotées, telles que le peroxynitrite, le monoxyde d’azote et le radical
hydroxyle (OH), et sont générés par les produits de dégradation de la lambda-cyhalothrine
Ces radicaux attaquent la membrane cellulaire et la déstabilisent a la suite de la peroxydation

lipidique, ce qui indique une atteinte rénale (Khemiri, 2017).
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1. Anatomie et physiologie du foie

Chapitre II : Foie en toxicologie

Le foie est un organe central tres richement vascularisé qui joue un role important dans les

métabolismes glucidique, protidique, lipidique (Alain et Alain, 2005). 1l est de couleur rouge-

brun, homogene. Sa surface, recouverte en grande partie de péritoine et d’une capsule

fibreuse, est lisse. Il est de consistance ferme, discretement élastique (CDU-HGE, 2014). Le

foie pese entre 1400 et 1600 g et mesure une dizaine de centimetres dans sa plus grande

hauteur environ 2% du poids corporel (en moyenne 1.5 kg) (Deugnier, 2005; CDU-HGE,

2014). 11 est situé dans 1’hypocondre droit. Il se situe dans la loge sous-phrénique droite pour

atteindre la partie supérieure du creux épigastrique ou parfois déborder dans 1’hypocondre

gauche (De Bari et al., 2010).

Le foie peut étre divisé fonctionnellement en deux entités : le foie droit, vascularisé par la

branche porte droite et le foie gauche, vascularisé par la branche porte gauche. L’anatomie de

surface du foie divise le foie en deux lobes, le lobe droit (LD) est a droite du ligament

falciforme et le lobe gauche (LG) a sa gauche (Lafortune et al., 2007). Le lobe droit
(environ 75 % du volume) et le lobe gauche (environ 25% du volume) (CDU-HGE, 2014).

Le foie du rat est composé de cinq lobes

(fig.5). La veine porte donne d’abord des

branches a droite pour le lobe latéral droit ventral et le lobe latéral droit dorsal, et a gauche

pour le lobe caudé puis se poursuit en une volumineuse branche gauche (BPG) pour le lobe

médian et le lobe latéral gauche. Chez le rat normal la masse de ces deux lobes gauches

représente environ 70 % de la masse hépatique totale (Lorand et al., 2000).

LM
<
LLDD &
Z N
33
LLDV. E
>

LLG

LC

Figure 5. Anatomie du foie de rat.LM: lobe médian; LLG : lobe latéral gauche; LLDD: lobe
latéral droit dorsal; LLDV: lobe latéral droit ventral; LC: lobe caudé (Lorand et al., 2000).
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L’apport sanguin hépatique est double :

Par la veine porte qui draine le territoire splanchnique (veine splénique, veine
mésentérique supérieure et veine mésentérique inférieure) et apporte les 2/3 du
volume sanguin hépatique.

Par I’artére hépatique issue du tronc cceliaque.

L’ensemble veine porte - artere hépatique constitue, avec le canal cholédoque, le pédicule

hépatique. La ramification de ce pédicule permet d’isoler 8 segments (Fig.6).

Le sang quitte le foie par trois veines sus-hépatiques principales (droite, médiane et

gauche) et des veines accessoires qui drainent le segment 1 (ou lobe de Spigel), Les veines

sus-hépatiques principales délimitent 4 secteurs composés chacun de 1 a 2 segments: latéral

gauche (segments 2 et 3), paramédian gauche (segment 4), paramédian droit (segments 5 et 8)

et latéral (ou postérieur) droit (segments 6 et 7). Elles se jettent dans la veine cave inférieure

(Deugnier, 2005).

Veine sus-hépatique

Veine sus-hepatique
gauche

sagittale (dans la
grande scissure)

Veine sus-hépatique
droite

Canal hépatique
gauche

Canal latéral droit

Canal hépatique

Canal paramédian droit

droit y
Ligament rond

prolongeant
le récessus de Rex

Vésicule

FOIE DROIT FOIE GAUCHE
! 1 !

LOBE DROIT LOBE GAUCHE

www.hepatoweb.com

Figure 6. Segmentation hépatique [site 01].
Le segment 1 correspond au lobe de Spiegel et a la partie du foie en avant de la veine
cave.
Le segment 2 correspond au secteur postérieur gauche.
Les segments 3 et 4 correspondent au secteur antérieur gauche.
Le segment 5 correspond a la partie inférieure et le segment 8 a la partie supérieure du
segment antérieur droit.

Le segment 6 correspond a la partie inférieure et le segment 7 a la partie supérieure du
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segment postérieur droit (De Bari et al., 2010).
2. Les cellules hépatiques
Le foie est constitué de cellules hépatiques (hépatocytes) organisées en travées autour des
sinusoides. L unité fonctionnelle du foie est le lobule hépatique. Ses échanges avec le reste du
corps se font pour la plupart a travers sa double irrigation sanguine (veine porte et artere
hépatique), qui se termine par une multitude de capillaires jusqu’a I’intérieur du foie (De Bari
et al, 2010).

Environ 80 % des cellules hépatiques sont des hépatocytes mais il existe d’autres types

cellulaires:

v" Cellule endothéliale: La cellule endothéliale limite la sinusoide et empéche le
sang de s’immiscer dans I’espace de Dix tout en autorisant, par son systeme de
pores, les échanges entre le plasma et [’hépatocyte.

v Cellule de Kupffer: 1l s’agit d’un macrophage résident qui situé a I’intérieur
du la sinusoide, a pour fonctions d’ « épurer » le sang sinusoidal des impuretés
non arrétées par la barriere intestinale (endotoxines bactériennes, particules
minérales ou virales...).

v Cellule étoilée du foie: (CET également dénommée cellule de Ito ou cellule
périsinusoidale). Située dans I’espace de Dix, la CET a pour fonctions (1) le
stockage de la vitamine A et (2) la synthese de la matrice extracellulaire
hépatique (Deugnier, 2005).

3. Fonction
Le foie est un organe assure des fonctions essentielles a 1’homéostasie de 1’organisme
(CDU-HGE, 2014). 11 s’agit de:

e Fonction nutritionnelle: Dont le métabolisme des glucides : par formation de glucose a
partir d’acides aminés ou a partir de glycogene, il est le seul organe a passer de
producteur a stockeur de glucose. Aussi plus important dans le métabolisme des lipides
: synthese et dégradation du cholestérol, production de triglycérides, synthese de
lipoprotéines.

e Fonction sanguine: Dont le métabolisme des protéines : le foie est responsable de la
production des facteurs de la coagulation (fibrinogéne par exemple),destruction des
hématies et leucocytes vieillis, ainsi que de certaines bactéries présentes dans le sang,
transformation de la bilirubine libre (toxique) en bilirubine conjuguée (non toxique).

e Fonction de détoxification: destruction des toxines et des pesticides (clairance

hépatique), conversion de I’ammoniac en urée.
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¢ Fonction martiale: le foie est le site de stockage d’une multitude de substances, dont la
vitamine B, le fer, le cuivre et le glucose. Celles-ci sont stockées lors de la destruction
des hématies (De Bari et al., 2010).
4. Hépatotoxicité

L’ hépatotoxicité est définie comme le pouvoir qu’une substance (comme les pesticides en
particulier la lambda-cyhalothrine) de provoquer des dommages au niveau du foie (Therrien,
2009). Lalambda-cyhalothrine (LCT) a été rapporté que l'exposition de rats a conduit a une
hépatotoxicité due a satoxicité chez le rat (Al-Amoudi, 2018).

Le foie est considéré comme un site majeur de stockage, de biotransformation et excrétion
de pesticides. chez les sujets exposés a la lambda-cyhalothrine étaient caractérisées par une
hypertrophie des hépatocytes, une dégénérescence, des troubles hépatiques, une congestion,
une caryolyse caryohexis, dilatation des sinusoides et nécrose focale (Velmurugan et al.,
2007).

Au niveau du foie les pesticides est susceptible aussi d’entrainer diverses I€sions telles que
la stéatose, la nécrose, 1’hépatite aigué, la fibrose ou la cirrhose. Néanmoins, la fréquence de
ces maladies est liée a la dose consommée et a la durée de 1’exposition.

La toxicité du foie se manifeste sous forme d’inflammation (on parlera d’hépatite) ou
encore de nécrose (mort des cellules du foie), dans les cas plus séveres. La stéatose hépatique
survient lorsqu’il y a accumulation de gras dans le foie (Therrien, 2009).

Plusieurs études ont montré la relation entre 1’exposition a des insecticides pyréthrinoides
et les dommages au niveau du foie, étant donné que ce dernier est le site de métabolisme de

tous les pesticides (Khemiri, 2017).
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L’oxygene, molécule indispensable pour la vie, peut provoquer des dégits cellulaires
importants par formation d’espéces oxygénées activées (EOA) (Pincemail et al., 2002 ;
Gardes-Albert et al., 2003). La différence entre le potentiel délétére de I’oxygene et les
mécanismes de défenses antioxydantes de 1’organisme constitue le stress oxydant. (Pincemail
et al., 2009). La présente étude a été concue évaluer les dommages oxydatifs induite par la
lambda-cyhalothrine sur les cellules hépatiques chez le rat.

En situation physiologique, les EOA sont présentes dans la cellule a des doses raisonnables:
leur concentration est régulée par 1’équilibre entre leur taux de production et leur taux
d’élimination par les systémes antioxydants. (Migdal et Serres, 2011).

1. Définition

Le stress oxydant se définit par un déséquilibre entre les especes pro-oxydantes et
antioxydantes (fig.7) (Durand et al., 2013). Donc, il y'a un déséquilibre entre la production
d’espéces radicalaires (ou réactives) de 1’oxygeéne (ERO) et les capacités cellulaires
antioxydantes. (Migdalet Serres, 2011). Ce déséquilibre conduit potentiellement a des dégats
structuraux et fonctionnels (Bensakhria, 2018).

Il est aussi une circonstance anormale que résulte d’une augmentation de la production
des ERO comme la consommation élevée d’O, au cours d’une activité sportive intense
consommatrice d’énergie, d’autres réduisent les capacités antioxydantes tels que le déficit
enzymatique (Favier, 2006; Bensakhria, 2018). Egalement une mauvaise alimentation

pauvre en antioxydants contribuera a 1’apparition d’un stress oxydant. (Pincemail et al.,

2002).
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Figure 7. La balance d’équilibre entre les systémes pro et antioxydants (Favier, 2006).
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Les ERO ou les radicaux libres (R°) sont des molécules ou des atomes qui possedent un ou
plusieurs €lectrons non appariés (célibataire) sur leur couche externe (Tessier et Marconnet,
1995; Gardes-Albert et al., 2003). Ce sont des especes chimiques instables, tres réactives, et
possedent un temps de demi-vie extrémement court (10'9—10'6 S) (Tessier et Marconnet,
1995). Lorsque cet ¢électron célibataire est situé¢ sur un atome d’oxygene, on parle alors «
d’especes réactives de 1’oxygene » (ERO) ou « reactive oxygen species » (ROS). Les

principales especes radicalaires centrées sur 1’oxygéne sont rapportées dans le Tableau 02

(Durand et al., 2013).
Tableau 02. Principales especes radicalaires impliquées dans le stress oxydant (Durand et

al., 2013).

0, Radical superoxyde

HO, Radical perhydroxyle

"‘OH Radical hydroxyle

ROO’ Radical peroxyle

RO’ Radical alcoxyle

Les ERO aussi peuvent oxyder un substrat selon trois modes d’action:
e arrachement d’un électron, ex. :
OH + Fe*'— Fe * + OH
e arrachement d’un atome d’hydrogene sur un substrat organique RH, ex.:
OH + RH — R’+ H,0
e addition sur un double liaison, ex.:
OH + >C C<—>C'C (OH) (Haleng et al., 2007).

Les principales espéces réactives de 1’oxygéne sont ’anion superoxyde (O*") (fig.8). Le
radical hydroxyle OH"), le peroxyde d’hydrogéne (H,O,) ou Ioxygéne singulet (‘O,), Le
monoxyde d’azote radicalaire ou NO' les métaux de transition, comme le Fe-et le Cu®",
agissent comme catalyseurs dans la formation du radical hydroxyle (Haleng et al., 2007). Les
ERO ont longtemps €été considérées comme des sous-produits toxiques du métabolisme

normal de I’oxygéne et impliquées dans de nombreuses pathologies (Migdal et Serres, 2011).
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Stress oxydant

Figure 8. Les effets du 1’anion superoxyde (Menvielle-Bourg, 2005).

2. Action de stress oxydant

2.1. Action non délétere (role biologique)

Les ERO jouent le role de seconds messagers, régulant plusieurs processus physiologiques
moléculaires cellulaires et tissulaires. Elles participent dans la défense antibactérienne au
cours des réactions de cytotoxicité face aux agents pathogenes, la destruction par apoptose des
cellules tumorales, la transduction de signaux cellulaires, la régulation des genes par un
phénomene appelé contrdle redox des genes, la modulation du métabolisme cellulaire par
interaction ligand — récepteur, le développement embryonnaire, la croissance, la prolifération,
la différenciation et la survie cellulaire (Bensakhria, 2018).

2.2.  Actions déléteres

2.2.1. Dommages oxydatifs des lipides

Les acides gras polyinsaturés (RH) comme les acides linoléiques ou arachidonique sont les
cibles privilégiées des EOA et plus particulierement, des radicaux libres, ces dernieres vont
créer des dommages cellulaires et notamment des destructions membranaires, appelées
peroxydation des lipides ou lipoperoxydation (Pincemail et al., 2009; Gismondi, 2012). Un
insecticide pyréthrinoides tel que la lambda-cyhalothrine a été trouvé et s'accumuler dans les
membranes biologiques entrainant des dommages oxydatifs. Il a été suggéré que certains
effets directement li€s aux pesticides, la toxicité pourrait étre due a des modifications de la
fluidité membranaire des lipides et inhibition des activités enzymatiques (Abbassy et al.,
2014).

La peroxydation lipidique: c’est ’ensemble des phénomenes d’oxydation non enzymatique

(dégradation) non spécifiques des lipides. Ce mécanisme cible les constituants membranaires,
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principalement les acides gras polyinsaturés (-CH=CH-CH2-CH=CH-), les lipides circulants
(lipoprotéines), et le cholestérol non estérifié (libre) (Bensakhria, 2018).

La peroxydation lipidique qui se produit en 3 étapes (Fig.9): initiation, propagation et
terminaison.

L’étape d’initiation correspond a ’attaque d’un atome d’hydrogéne d’un acide gras, par un
ROS, aboutissant a la formation d’un radical lipidique qui subit alors un réarrangement
moléculaire afin d’étre plus stable.

La seconde étape est une propagation du phénomene de lipoperoxydation, par une réaction
entre le radical lipidique et I’oxygeéne, formant un radical peroxyl lipidique tres réactif avec
les lipides membranaires adjacents. En effet, ce radical va a son tour arracher un atome
d’hydrogene a un lipide voisin, provoquant une réaction en chaine conduisant a la production
de radicaux lipidiques et d’hydrolipoperoxydes.

La phase terminale de la lipoperoxidation consiste en la formation de composés stables a
partir de deux radicaux lipidiques. Cette phase reste cependant tardive du fait que la
probabilité de rencontre entre deux radicaux lipidiques est plus faible que la probabilité de

rencontre entre un radical lipidique et un ROS (Gismondi, 2012).

Radirse Lpidipes
Akunad
Arides

Addhydes

TERMINATZON

Figure 9. Mécanisme de peroxydation des lipides (Gismondi, 2012).
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La lipoperoxydation conduit a la formation de différents hydroperoxydes lipidiques qui
sont a 1’origine d’aldéhydes, d’acides gras et de traces d’hydrocarbures. Parmi les aldéhydes,
on retrouve le malondialdéhyde (MDA) et le 4-hydroxynonénal (4-HNE). Le
malondialdéhyde (MDA) est un B-dialdéhyde tricarboné (Fig.10) C’est le composé le plus
étudié pour définir D’effet toxique d’un xénobiotique sur I’organisme, c’est pourquoi il est

qualifié¢ de biomarqueur d’effets toxiques (Gismondi, 2012).

0 O

H H

Figure 10. Structure chimique du malondialdéhyde [Site02].
» Conséquences

- Une atteinte de 1’intégrité des structures membranaires.

- Dysfonctionnements cellulaires.

- Modification de la structure des lipoprotéines.

- Amplification des dommages cellulaires (Bensakhria, 2018).

2.2.2. Dommages oxydatifs des protéines

Les modifications des structures primaire, secondaire et tertiaire des protéines par les EOA
sont a la base de la formation de dérivés protéiques carbonylés via plusieurs mécanismes
incluant la fragmentation et I’oxydation des acides aminés. Le dinitrophényl hydrazone
(DNPH), parmi ces dérivés carbonylés qui peuvent étre mis en évidence dans les échantillons
biologiques (Pincemail et al., 2009). Les acides aminés les plus réactifs sont I’histidine, la
proline, le tryptophane, la cystéine et la tyrosine. La plupart des dommages sont irréparables
et peuvent entrainer des modifications fonctionnelles importantes (non- reconnaissance d’un
récepteur par un ligand, perte d’activité enzymatique). Certaines protéines oxydées sont peu
dégradées et forment des agrégats qui s’accumulent dans les cellules et dans le compartiment

extracellulaire (Haleng et al., 2007).

!Impact de Lambda-cyhalothrine sur les Cellules Hépatiques Ir Vivo des Rats Wistar !




B P:rtic bibliographique Chapitre III: Stress Oxydant

» Conséquences

Des inhibitions enzymatiques.

Perte de spécificité ligand-récepteur.
Dénaturation des épitopes antigéniques.
Perturbations métaboliques.

Etats pro-inflammatoires.

Echappement a la dégradation et accumulation tissulaire (Bensakhria, 2018).

2.2.3. Dommages oxydatifs de PAND

La Guanosine, une des quatre bases qui constituent I’ADN, est sensible a 1’attaque des

EOA et se transforme en 8-hydroxy—2’ déoxyguanosine (8-OHdAG) (fig.11). Lors de la

réplication de I’ADN, la 8-OHdG se couple avec 1’adénine, ce qui provoque une mutation

génétique dans le brin fille de I’ADN, pouvant conduisant a des altérations du message

génétique impliquées dans le déclenchement du cancer et le vieillissement (Haleng et al.,

2007; Pincemail et al., 2009 ).

o o

" EJ\,—*
KO 0

HO - 0

OH OH

2'-deoxyguanosine 8-Hydroxy-2'-deoxyguanosine

Figure 11. Structure du 8-hydroxy—2’ déoxyguanosine (Abu-Qare et Abou-Donia, 2000).

» Conséquences

3.

Altération de la fonction mitochondriale.

Formation d’espeéces mutagene.

Activation des systemes de réparation (Bensakhria, 2018).

Systemes de défense antioxydants

Pour se protéger des effets déléteres des EOA, I’organisme dispose d’un ensemble

complexe de molécules de défense antioxydante (Fig. 12) (Kehili et al., 2017). Dans leur
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définition du terme antioxydant, désignent «toutes substances qui présentes a faible
concentration par rapport a celle du substrat oxydable, retardent ou inhibent la formation des

EOA» (Durand et al., 2013).

1 C_ O (oxygene fondamental)

C[ MPO
SDD Vit C

anion superoxy dc pemedc d’ hydm}_,ene

Fe,Cu (eau de javel)
Lmalme Vit C, flavonoides,
% GSH
ferritine, transferrine, %
agents chélateurs
radlcal hydroxyle

Ilpupcmx}’du

acide hypochloreux

oxygene singulet acide urique, V:f C, GSH

B-caroténe, lycopéne Vit E, Se-GPx, ubrqumone

Figure 12. Régulation de la production d’espéces réactives de I’oxygéne (ERO) par les
systemes de défenses antioxydantes (Haleng et al., 2007).
Cette production physiologique d’ERO est régulée par des systémes de défense composés
d’enzymes et également par des systeémes non enzymatiques (Fig.13). Pour cela, les
organismes ont développé des systemes de détoxication leur permettant de se défendre contre

la surproduction de ROS (Pincemail et al., 2002; Gismondi, 2012).
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Figure 13.Schéma des systemes enzymatiques et non-enzymatiques de détoxication des ROS.
SOD: superoxyde dismutase ; CAT: catalase ; SeGPx: glutathion peroxydase-sélénium
dépendant ; IndSeGPx: glutathion peroxydase-sélénium indépendant ; GST: glutathion S-
transférase; GRd: glutathion réductase ; GSH: glutathion réduit (Gismondi, 2012).

3.1. Systemes antioxydants enzymatiques

Les antioxydants enzymatiques (Fig.14) sont considérés comme la lere ligne de défense
contre les différentes especes oxydantes. Leur rdle principal est de diminuer la quantité des
ROS dans la cellule (élimination des radicaux libres primaires) (Chiali, 2014; Bensakhria,
2018). Les trois principaux représentants de 1'€quipement enzymatique antioxydant sont le
superoxyde dismutase (SOD), catalase(CAT) et glutathion peroxydase (GPx). Ces enzymes
agissent sur les radicaux libres primaires puisqu'elles permettent la transformation de I'anion
superoxyde et du peroxyde d'hydrogene en produits non toxiques (Tessier et Marconnet,

1995).
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Figureld. Systemes antioxydants enzymatiques (Favier, 2003).

3.1.1. Superoxyde dismutase (SOD)

Les superoxydes dismutases (SOD) ont un role important dans la prise en charge de

I’anion superoxyde O2". Elles constituent une premiere ligne de défense efficace pour

empécher I’accumulation cellulaire de 1’anion superoxyde. Elles assurent 1’élimination de

. De_ , . . .
I’anion super-oxyde O~ par une réaction de dismutation, en le transformant en peroxyde

d’hydrogene H,O; et en oxygene O, (Haleng et al., 2007; Gismondi, 2012; Bensakhria,

2018). L'¢limination de I’anion superoxyde selon la réaction suivante:

0; +20 222GV H,0,+0,

Chez I’homme, on décrit 3 isoenzymes: la Cu/Zn-SODI1 cytosolique, la Mn-SOD2

mitochondriale et la Cu/Zn-SOD3, qui difféerent par la localisation chromosomique du gene,

leur contenu métallique, leur structure quaternaire et leur localisation cellulaire (Haleng et al.,

2007).
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3.1.2. Catalase (CAT)
La catalase, qui est principalement localisée dans les peroxysomes, permet I’élimination du
peroxyde d’hydrogéne H,O, formé par exemple lors de la dismutation de I’anion superoxyde

02" (voir ci-dessus) en catalysant sa réduction en eau H,O et oxygene O, (Gismondi, 2012).

ZHIDE wp 2H1D+D2

3.1.3. Glutathion peroxydase (GPx)

C’est une enzyme qui empéche la formation des radicaux libres chez les mammiferes. La
GPx est une sélénoprotéine (cinq isoformes) présente dans le cytosol et la mitochondrie. Elle
peut réduire d’une part I’ H,O, en H,O et d’autre part les hydroperoxydes organiques
(ROOH) en alcool (ROH). Son rdle principal consiste en 1’élimination des peroxydes
lipidiques résultant de ’action du stress oxydant sur les acides gras polyinsaturés. Sa synthese
étant rénale et hépatique, d’autres facteurs tels que I’insuffisance rénale ou la cytolyse

hépatique peuvent modifier sa concentration (Gasmi, 2018 ; Haleng et al., 2007).

, GPx (Se) s :
2H202+ 2GSH ——— GSSG + H:0

GPx iSe)
ROOH+ 26SH ——— ROH + GSSG + H;0

3.2. Systemes antioxydant non enzymatiques

Les antioxydants non-enzymatiques (Tableau. 3) sont complémentaires des antioxydants
enzymatiques dans la prise en charge des ROS. Il existe diverses molécules antioxydantes
liposolubles (vitamine E, vitamine A) et hydrosolubles (vitamine C, glutathion) (Gismondi,

2012).
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Tableau 03. Principaux antioxydants non enzymatiques et sources alimentaires associées

(Koechlin-Ramonatxo, 2006).

Principaux nutriments

Sources alimentaires

antioxydants
. _ Agrume, melon, brocoli, fraise, kiwi, chou,
Vitamine C _
poivron
o Huile de tournesol, de soja, de mais, beurre, ceufs,
Vitamine E

noix

B-caroteéne

Légumes et fruits orangés, et vert foncés

Sélénium Poisson, ceufs viandes, céréales, volaille
_ Viande, pain complet, Iégumes verts, huitres,
Zinc ) o
produits, laitiers
Flavonoides Fruits, Iégumes, thé vert

Acides phénoliques

Céréales completes, baies, cerises

Tanis

Lentilles, thé, raisins, vin

Meétabolisme de la cystéine,

glutathion

Caséine, lactalbumine (petit-lait), produilaitiers,

brocoli, chou, ceufs, poissons, viandes

3.2.1. Glutathion (GSH)

Le glutathion est un tripeptide (acide glutamique-cystéine-glycine) impliqué dans
l'inactivation des especes oxygénés actives, ainsi que dans la régénération de certains
composés aux propriétés antioxydantes, comme la vitamine E. qui est présent sous forme
essentiellement réduite (GSH) qui est sa forme active. Dans des conditions physiologiques, sa
forme oxydée (GSSG) est en concentration tres faible. Le rapport GSH/GSSG est considéré
comme un excellent marqueur de la peroxydation lipidique et permet d’objectiver
I’importance du stress (Haleng et al., 2007; Gismondi, 2012).

Le glutathion réduit (GSH) est le substrat indispensable aux réactions qui éliminent les
peroxydes a partir de l'activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx). Au cours de
I'oxydation du glutathion, deux molécules de GSH se lient en formant un pont disulfure (S-S)
par 'oxydation du groupement SH de chaque systéines de cette réaction résulte la formation

de glutathion oxydé (GSSG) (Tessier et Marconnet, 1995).
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3.2.2. Vitamine E (a-tocophérol)

La vitamine E est le principal antioxydant liposoluble chez I’homme, les formes
prédominantes sont 1’a-tocophérol (la plus active et plus efficace, notamment dans la
détoxification des radicaux péroxyles et alkoxyles et donc dans la prévention des réactions en
chaine de la peroxydation lipidique (Goudable et Favier, 1997; Chiali, 2014; Bensakhria,
2018).

3.2.3. Vitamine C (acide ascorbique)

La vitamine C, hydrosoluble, est le cofacteur de plusieurs enzymes est joue le role d'agent
réducteur. Cette vitamine est capable de réagir directement avec les radicaux superoxydes,
hydroxyles et 1'oxygeéne singulet. Paradoxalement, elle peut jouer le role d'antioxydant,
comme celui de pro-oxydant. Les vitamines E et C agissent en synergie: la premiére, comme
antioxydant majeur, la seconde comme régénératrice de vitamine E (fig. 15) (inhibe
également la peroxydation lipidique en régénérant la vitamine E) (Tessier et Marconnet,
1995).

La plupart des mammiferes sont capables de synthétiser la vitamine C dans leur foie. Elle

est, avant tout, un excellent piégeur des EOA (HO'ou O2") (Haleng et al., 2007).

CHy
1o
Tocophdrol
ocophirol TOH) Rodical ascorbyl
0 R
'
l("‘qradlcal Liptdique)
RiH (AGET)
Cly
' Acld oteorblaue
)
Radicol focophéryle (10

Figure 15. Régénération de la vitamine E via l'action de la vitamine C lors de la

peroxydation lipidique (Redouane Salah et Flih, 2015).
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3.2.4. Vitamine A (f-caroténe)

Le PB-carotene est apporté par l'alimentation. Il est doué de plusieurs capacités: il est
précurseur de la vitamine A, il capte l'oxygene singulet sous faible pression d'oxygene et,
avec les autres caroténoides, il a le pouvoir de terminer les réactions en chaine de
lipoperoxydation (Goudable et Favier, 1997). Le B-carotene agit comme un antioxydant,

liposoluble, complétant efficacement le role de la vitamine E (Tessier et Marconnet, 1995).

HO - i O
C.H,, HOH.CIHOIHC -

a-tocophérol acide ascorbique

f-caroténe

Figure 16. Antioxydants d’origine alimentaire : a-tocophérol (vitamine E), acide ascorbique
(vitamine C), B-carotene (famille des caroténoides) (Gardes-Albert et al., 2003).
Dans cette catégorie, il y a d'autres vitamines qui agissent directement sur les ERO comme la
Vitamine P (flavonoides), Coenzyme Q10 (Bensakhria, 2018).
4. Liaison entre le stress oxydatif et les maladies hépatiques

Le stress oxydant est impliqué dans de nombreuses pathologies, incluant I’obésité, le
diabéte, ’athérosclérose, le vieillissement, le cancer, 1’Alzheimer, les rhumatismes, les
maladies cardiovasculaires et aussi les maladies hépatiques (Kehili et al., 2017 ; Favier,
2003). (fig. 17)

Il est impliqué également dans de tres nombreuses maladies comme facteur déclenchant ou
associé a des complications de 1'évolution. La multiplicité des conséquences médicales de ce
stress n'a rien de surprenant car, selon les maladies, celui-ci se localisera a un tissu et a des
types cellulaires particuliers, mettra en jeu des especes radicalaires différentes et sera associé

a d'autres facteurs variables et a des anomalies génétiques spécifiques a chaque individu.
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La plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec l'age car le
vieillissement diminue les défenses antioxydantes et augmente la production mitochondriale

de radicaux (Favier, 2003).
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Figure 17. Conséquences pathogenes du stress oxydant (Favier, 2006).

Les causes essentielles de ce stress oxydant sont: soit d'origine nutritionnelle dans les cas
de carences en vitamines et oligo-éléments, ou inversement de surcharges en facteurs
prooxydants (fer, acides gras), soit d'origine accidentelle (inflammation, exposition a des
xénobiotiques prooxydants...), soit d'origine génétique. Le plus souvent, 1'association de ces

différents facteurs aboutira au mécanisme pathogene (Favier, 2003).
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I. Matériel et Méthodes
1. Matériel
1.1. Produits chimiques

Lambda-cyhalothrine (LCT), un insecticide synthétique a base de pyréthrinoide portant le
nom commercial "KARATE", nom chimique CAS (R1S)-a-cyano-3- (phénoxyphényl(méthyl
-(1S1R)-cis-3-(2-2-chloro-3,3,3-trifluoroprop-1-ényl)-2,2-diméthylcyclopropane-le
carboxylate, numéro de registre CAS 91465-08-06. Dans cette étude Nous avons choisi deux
(02) doses de lambda-cyhalothrine (Smg/kg/j et 10mg/kg/j) administrées chroniquement par
voie orale pendant 3 mois. Le choix de ces doses est basé sur des études réalisées sur la
toxicité aigué de la lambda-cyhalothrine chez les rats males exposés a 80 mg / kg de poids
corporel au moyen de gavage (Mate et al., 2010).
1.2. Animaux de laboratoire

Dans cette étude, nous avons utilisé 18 rats males de la souche Wistar(fig. 18), provenant
de D’institut Pasteur d’Alger, ayant un poids corporel compris entre 180-250g. Ce sont des

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

Figure 18. Rat Wistar (photo personnelle).
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2. Méthode
2.1. Entretien des animaux.

Les rats males ont ét¢ soumis a une période d’adaptation de deux (02) mois, aux conditions
de I’animalerie de département de biologie, Faculté des Sciences, Université de Tébessa et a
une température ambiante de 25°C. Ils ont été nourris par un régime alimentaire standard,
I’eau est quotidiennement renouvelée. Les rats males sont élevés dans des cages en
polyéthylene et ont été répartis en trois (03) groupes de six (06) rats chacun. Les cages sont
nettoyées et la litiere est changée une fois par jours jusqu’a la fin de I’expérimentation.

2.2. Mesure de poids

La mesure de poids est effectuée sur les rats tous les jours d'une facon réguliere pendant la
durée d’élevage, soit au cours de 1’adaptation (pour 1’évaluation des changements possibles
par la nourriture ou le lieu (facteurs externes) ou au cours de traitement (pour évalue les effets

des pesticides) a I’aide de balance électronique (fig. 19).

Figure 19. Mesure du poids du rat Wistar (photo personnelle).

2.3. Lotissement et traitement

Le traitement des rats a été réalisé pendant trois (03) mois par voie orale (fig. 20) selon
leurs poids corporel en administrant une dose de 5mg/kg/j et une dose de 10mg/kg/j du
lambda-cyhalothrine. Les rats témoins ont €té traités par l'eau uniquement. Vingt-quatre
heures apres 1’arrét du traitement, le prélevement de foie a été fait apres la décapitation des

rats pour servir le dosage des différents parametres.
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Figure 20: Traitement des rats par voie oral (photo personnelle).
Le lotissement et le traitement des animaux dans notre expérimentation sont récapitulés
dans la figure 22 et illustrés comme suit :
e Lot n°01: contient 06 rats témoins, recoit I’eau distillée par voie orale pendant
03 mois.
e Lot n°02: contient 06 rats traités par une dose de Smg/kg/j du lambda-
cyhalothrine pendant 03 mois.
e Lot n°03: contient 06 rats traités par une dose élevée de 10mg/kg/j du lambda-
cyhalothrine pendant 03 mois.
2.4. Sacrifice et prélevement du foie
Apres 3 mois du traitement, on a sacrifié les rats. le prélevement des organes a été fait
au niveau de I’animalerie de ’'université de Tébessa, Apres une récupération de foie, il a
été prélevés et pesés puis stockés dans le congélateur pour le dosage des différents

parametres métaboliques (biochimiques) et enzymatiques (fig. 21).
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Figure 21. Extraction du foie (photo personnelle).

2.5. Estimation du poids relatif du foie
Le poids relatif de foie extraits des rats (PRF [g/100g de poids corporel]) est calculé
par rapport au poids total du rat selon la formule suivant :
PF: Poids du foie (g).
PT : Poids total de rat (g).
PREF: Poids relatif de foie (%)
2.6. Préparation des échantillons cytosoliques
Un gramme de tissu hépatiques a ét€¢ homogénéisé dans 2ml de solution de tampon
phosphate salin (PBS; pH 7.4). Ensuite les homogénats ont été centrifugés a 3000t/min
pendant 15min a 4°C et le surnageant résultant a été utilisé pour la détermination de taux de

MDA, GSH et I’activité¢ enzymatique de GST, GPx, et CAT.
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Figure 22. Schéma récapitulatif du protocole expérimental.
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3. Méthodes de dosage
3.1. Parametres métaboliques
3.1.1. Dosage des lipides

Les lipides tissulaires sont évaluée selon la méthode Goldsworthy et al., (1972), on utilise
200ul d’homogénat dans Sml de 1’acide trichloro acétique 20% (TCA), on broyé et ont filtré
ce mélange; et directement ont appliqué une centrifugation a 5000t/min pendant 10min. Le
culot est gardé dans tube contient Iml du mélange Ether/Chlorophorme, et apres centrifugé ce
mélange a 5000t/min pendant 10min, on préleve 100ul du surnageant, auquel on ajoute 1ml
de I’acide sulfurique et en met aprés agitation les tubes dans un bain marie a 100°C
pendant10min.

Apres refroidissement, on préleve encore une fois au moyen d’une micropipette 200ulde
I’extrait auquel on ajoute 2.5ml du mélange sulfophospho vanillinique a 85% (0.38¢g
vanilline+195ml acide orthphosphorique+55ml H,O) et laissé ce mélange 30min a 1’obscurité,
la lecture a une longueur d’onde 530nm.

Le calcul des concentrations réelles se fait a partir de 1’équation déduite de la gamme
d’étalonnage réalisée a partir d’une solution mere préparée en utilisant de 1’huile de tournesol
(Annexes).

3.1.2. Dosages des protéines

La méthode utilisée pour le dosage des protéines est celle de Bradford (1976) qui utilise la
BSA (Sérum Albumine Bovine) comme standard, sur le méme échantillon utilisé pour doser
les lipides, on récupere le culot issu de la deuxieme centrifugation auquel on a ajouté 1ml du
NaOH (0.IN) et on agite énergétiquement pour la dissolution des protéines. Apres, on
préleve, au moyen d’une micropipette, un volume de 100l auquel on ajoute 4ml du réactif
BBC (Bleu Brillant de Coumassie) (50mg BBC +50ml d’acide orthophosphorique a 85% et
on complete a 500ml avec I’eau distillée). Ainsi une couleur bleue se développe et on passe
directement les échantillons pour lecture a une longueur d’onde 595nm.

Le calcul des concentrations se fait par 1’équation déduite de la gamme d’étalonnage
réalisé a partir d’une solution d’albumine de sérum de bceuf (Annexes).

3.2. Parametres du stress oxydant
3.2.1. Dosage de I'activité du glutathion (GSH)

Le dosage du glutathion est réalisé selon la méthode de Weckbeker et Cory (1988). Le
principe de ce dosage repose sur la mesure de I’absorbance de I’acide 2-nitro-5-
mercapturique, ce dernier résulte de la réduction de 1’acide 5,5 -dithio-bis-2-nitrobenzoique

(DTNB) par les groupements (-SH) du glutathion. Une fois préparé, 1’échantillon
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(cytosol/matrice) doit subir une déprotéinisation par 1’acide sulfosalycilique (0.25%) afin de
protéger les groupements-SH du glutathion.

Brievement; les échantillons (200mg de tissu) sont mis individuellement en présence de
8ml de solution d’EDTA (Acide Ethylene Diamine Tétra Acétique) a 0.2M. Le mélange mis
dans des glacons est broyé a 1’aide d’un pilon enporcelaine. L’homogénat est ensuite
déprotéinisé en prenant 0.8ml de ce dernier auquel on ajoute 0.2ml d’une solution d’acide
sulfosalycilique (SSA) a 0.25%. Le mélange est vortexé et laissé pendant 15min dans un bain
de glace, et centrifugé ensuite pendant Smin a 1000t/min.0.5ml du surnagent est prélevé
auquel est ajouté 1ml de tampon tris HCL+EDTA(0.02M), pH 9.6. Au mélange est ajouté
0.025ml de I’acide 5,5°-dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) a 0.01M dissous dans le
méthanol absolu. Le mélange est laissé reposer pendant Smin a température ambiante et

I’absorbance (A) est mesurée a 412nm.

La concentration du glutathion est obtenue par la formule suivante:

DO x 1 x 1.525
13100 x 0.8 X 0.5 X mg

GSH (nmol GSH/ mg protéine) —

DO: Densité optique

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

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

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

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

0.5: Volume du surnageant trouvé dans un 1.525 ml.

La concentration de GSH est mesurée par rapport a 1mg de protéine. C’est pour cela ce
dosage doit tre accompagne par le dosage des protéines.

3.2.2. Dosage de I’activité du glutathion S-Transférase (GST)

La mesure de D’activité de glutathion S-Transférase (GST) est déterminée selon la
méthode de (Habig et al. 1974), Elle est basée sur la réaction de conjugaison entre la GST et
un substrat, le CDNB (1-Chloro2,4-dinitrobenzéne) en d’un cofacteur le glutathion (GST), la
conjugaison entraine la formation d’une molécule novelle; 1-S-Glutathionyle 2-4Di
nitrobenzene permettant de mesurer I’activité de GST.

La valeur de la densité optique mesurée est directement proportionnelle a la quantité de

conjugué formé elle-méme liée a ’intensité de I’activité GST.
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Les échantillons sont homogénéisés dans 1ml de tampon phosphate (0.1M, pHO6).
L’homogénat est centrifugé al4000 t/min pendant 30 min et le surnageant récupéré servira
comme source d’enzymes. Le dosage consiste a faire réagir 200ul du surnageant avec 1.2ml
du mélange CDNB (1mM), GSH (5mM) [20.26mg CDNB, 153.65mg GSH, 1ml éthanol,
100ml tampon phosphate (0.1M, PH 6)].

La lecture des absorbances est effectuée pendant une minute et chaque 15 secondes a une
longueur d’onde de 340 nm contre un blanc contenant 200 ul d’eau distillée remplagant la
quantité de surnageant.

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

(DO échant/min-DO blanc/min)
9.6 x mg de protéine

GST (nmol GST/min/mg protéine) —

DO échantillon-DO blanc: moyenne des DO des échantillons par minute —
moyenne des DO des Blancs par minute.
€: Coefficient d’extinction moléculaire du C-DNB, eC-DNB = 9.6 mM-1.cm-1

3.2.3. Dosage de l'activié du glutathion peroxydase (GPx)

L’activité enzymatique de la GPx est mesurée par la méthode de Flohe et Gunzler 1984,
en utilisant H,O, comme substrat. Un volume de 0.2ml de cytosol/matrice est récupéré dans
un tube contenant 0.4ml de GSH 0.1mM et 0.2ml de tampon phosphate 0.067M, pH 7.8. Le
mélange est incubé au bain marie a 25°C pendant 05Smin. 0.2ml d’H202 1.3mM est ajouté
pour initier la réaction. Apres 10min Iml de TCA 1% (acide tri chloro-acétique) est rajouté
dans le but d’arréter la réaction et le mélange est mis dans la glace pendant 30min et
centrifugé durant 10min a 3000t/mn. Un volume de 0.48 ml de surnageant est placé dans une
cuve auquel on ajoute 2.2ml de Na,HPO,4 0.32M avec 0.32ml de DNTB ImM. Ce mélange
formé un composé coloré et sa densité optique est mesurée a 412nm chaque 30seconde
pendant O5min.

La détermination (calcule) de I’activité de la GPx se fait de la fagon suivant:

e Activité de GSH consommée/min/gr de protéine.
e Blanc = 0.04 micro mole de GSH réduit — DOb.
e Extrait = 0.04 micro mole de GSH réduit — DOe.

Donc la concentration de GSH réduit qui sera oxydée (disparue) = DOe-DOb
X= (DOe—DOb) x 0.04/D0 b = quantité de GSH réduit disparue (oxydée) dans 0.2 extrait
dans Iml.

L’activité de la GPx = la quantité de GSH réduit oxydée disparue X 5/[protéine].
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3.2.4. Dosage de I’activité enzymatique de Catalase (CAT)

Le dosage spectrophotométrique de 1’activité catalase (CAT) est réalisé suivant la
méthode de (Cakmak et Horst 1991). La décroissance de 1’absorbance est enregistrée
pendant trois minutes par un spectrophotometre pour une longueur d’onde de 240nm et un
coefficient d’extinction linéique molaire £=39400 uM™'.cm™.L pour un volume final de 3ml,
le mélange réactionnel contient: 100ul de I’extrait enzymatique brut, 50ul de peroxyde
d’hydrogeneH,0, a 0.3% et 2850ul de tampon phosphate (50mM, pH 7,2). L’¢talonnage de
I’appareil se fait en 1’absence de 1’extrait enzymatique. La réaction est déclenchée par
I’addition d’eau oxygénée.

L'activité de catalase est calculée selon la loi suivant:

AAVt
eAtL.Ve.p

Act —

Act: Activité enzymatique en umol/min/mg de Protéines.

4 A
g: Coefficient d’extinction linéique molaire en. uM . cm

AA: Pente de la droite de régression (variation de la densité optique en fonction du

temps).

Vt: Volume total du mélange réactionnel en ml.

Ve: Volume de ’extrait enzymatique en ml.

L: Largeur de la cuve de mesure en cm.

P: Teneur en protéines en mg.

T: Temps de lecture en min.
Est due a la longueur d’onde 520 nm.
3.2.5. Dosage du Malondialdéhyde MDA

Le dosage du MDA est réalisé selon la méthode d’Esterbauer et al 1992. Le principe de

ce dosage est basé¢ sur la condensation de MDA en milieu acide et a chaud avec 1’acide
thiobarbiturique, pour former un pigment rose. Une quantit¢ de 375ul de surnageant est
prélevée dans un tube sec, auquel est ajouté un volume de 150ul de la solution TBS (tris
50mM, NaCl (150mM ; pH7.4) et 375ul de la solution TCA-BHT (TCA 20%, BHT 1%), le
mélange est Vortexé et centrifugé a 1000t/min pendant 10min. Un volume de 400ul est
prélevé du surnageant auquel on ajoute 80ul du HCL 0.6M et 320ul de la solution tris-TBA

(tris 26mM, TBA120mM). En fin, le mélange est vortexé et est ensuite incubé au bain marie a
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80°C pendant 10minutes. La lecture de la densité optique des échantillons est mesurée par
spectrophotométrie a 530 nm.

La concentration de MDA est calculée selon la loi de Beer-Lambert (DO = E.C.L):

DO.10°

[C] (nmol/mg protéine) =
&.L.X.Fd

C: Concentration en nmol/mg de protéines
DO: Densité optique lue a 530 nm.
e Coefficient d’extinction molaire du MDA = 1.56105M 'cm™.
L: Longueur du trajet optique = 0.779 cm.
X: Concentration de I’extrait en protéines (mg/ml).
Fd: Facteur de dilution : Fd = 0.2083.
4. Etudes statistiques
Les résultats obtenus ont été exprimés par la moyenne de six répétitions (moyen =+
écarttype), et pour mieux visualiser en utilisant l'office Excel 2010 pour représentés ces
résultats sous forme des histogrammes. L’analyse statistique a été réalisée a 'aide du logiciel
Minitab® 17.1. La signification de différence entre le lot témoin et les lots traités est vérifiée
en utilisant le test de Dunette et le test t «tukey», et le résultat de comparaison comme suivant:
e p> 0,05 = la différence n’est pas significative.
e (*)0,05>P > 0,01 =1la différence est significative.
e (**%)0,01> P> 0,001 = la différence est hautement significative.

o (*¥*¥)P<0,001 = la différence est tres hautement significative.
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I Résultat et Discussion

1. Résultat
1.1. Effet du lambda-cyhalothrine sur les parametres biochimiques chez les rats
1.1.1. Effet du lambda-cyhalothrine sur le taux des lipides

La figure 23 et le tableau 04 représentent le taux des lipides hépatiques. On observe une
diminution significative (P<0.05) de taux de lipide chez le lot traité par lambda-cyhalothrine a
une dose de (Smg/kg/j) par rapport au lot témoin, et une diminution trés hautement
significative (p<0.001) chez le lot traité par la dose de (10mg/kg/j).

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

expérimentaux (m =+ J).

Lots
Témoin Traité par Smg/kg/j Traité par 10mg/kg/j
expérimentaux
Lipide * *oxx
(ng/mg ) 453.936 + 1.378 450.245 +1.988 441.588 + 0.780
lipide n=6

460 P<0.05
B

455 T
o . P<0.001
50
§ a5 * % ok
2 -
o 440
©
X 435
©
F 130

T 5mg/kg/j 10mg/ke/j

groupes des rats traités

Figure 23: Variation de taux des Lipides (pg /mg) chez les rats témoins et traités apres 3 mois

de traitement.
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1.1.2. Effet du lambda-cyhalothrine sur le taux des protéines
La figure 24 et le tableau 05 montrent le taux des protéines. Nous constatons une
augmentation significative (P<0.05), de taux de protéine hépatique chez le lot traité par la
dose de (10mg/kg/j) par rapport au lot témoin.
Tableau 05: Variation du taux des protéines hépatiques chez les rats dans les différents lots

expérimentaux (m = 9).

Lots
Témoin Traité par Smg/kg/j Traité par 10mg/kg/j
expérimentaux
Protéine *
(mg/g) 0.548 +0.003 0.550 +0.003 0.563 +0.002
protéine n=6
P<0.05

__ 057 .
x

ob 0,565

E

@ 056

£

'3 0,555

o

Q.

& 055 T

©

X 0,545

g .

F 054

T 5mg/kg/j 10mg/ke/j

groupes des rats traités

Figure 24: Variation de taux des protéines (mg/g) chez les rats témoins et traités apres 3 mois
de traitement.
1.2. Effet du lambda-cyhalothrine sur les parameétres enzymatiques chez les rats Wistar
1.2.1. Effet du lambda-cyhaothrine sur ’activité du Glutathion réduit GSH

La figure 25 et le tableau 06 représentent le taux de GSH hépatique. On remarquera une
diminution hautement significative (P<0.01) de la teneur cellulaire en glutathion réduit (GSH)
au niveau du lot traité par lambda-cyhalothrine a une dose de (5Smg/kg/j) pendant 3mois
comparant au lot témoin et une diminution trés hautement significative (P<0.001)au niveau du

lot traité par (10mg/kg/j) du lambda-cyhalothrine.
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Tableau 06: Variation du I’activité du GSH chez les rats dans les différents lots expérimentaux

(m=9).
Lots
Témoin Traité par Smg/kg/j Traité par 10mg/kg/j
expérimentaux
GSH * % %k %k k
(pmol/min/mg) 180.553 + 1.676 150.04 + 4.156 131.683 +1.160

_ GSH n=6
=)
g 200 P<0.01 P<0.001
£ 180
E 160 .,’.k* * %k k
S 140
g 120
I 100
8 =so
v 60
©
§ 40
lr_s 20

0

T 5mg/kg/j 10mg/ke/j

Groupes des rats traités

Figure 25: Variation du I’activité du GSH (umol/min/mg protéine) chez les rats témoins et
traités par lambda-cyhalothrine apres 3 mois de traitement.
1.2.2. Effet du lambda-cyhalothrine sur I’activité du Glutathion—S-transférase GST
La figure 26 et le tableau 07 montrent que 1’administration du lambda-cyhalothrine a des
doses différents (5 et 10mg/kg/j) pendant 3 mois chez les rats Wistar induit une augmentation
hautement significative (P<0.01) de l’activité de GST chez les rats traités par Smg/kg/j par
contre le lo traité par la dose (10mg/kg/j) présente une augmentation tres hautement

significative (P<0.001) par rapport au témoin.

!Impact de Lambda-cyhalothrine sur les Cellules Hépatiques Ir Vivo des Rats Wistar !




I Résultat et Discussion

Tableau 07: Activités du ’activité du GST chez les rats dans les différents lots

expérimentaux (m * J).

Lots
Témoin Traité par Smg/kg/j Traité par 10mg/kg/j
expérimentaux
GST * ¥ * % %k
(umol/min/mg) 1.872 £ 0.003 1.937 £0.013 1.982 £ 0.014
GST n=6
Bon P<0.001
e 2 P<0.01
E 1,98 s
D 1,9
g_ 1,94 I
— 192
8 19
3 188
‘W 1,86
2 184
_,‘; 1,82
18
T 5mg/kg/] 10mg/kg/j

Groupes des rats traités

Figure 26: Variation de I’activité du GST (umol/min/mg de protéine) chez les rats témoins et

traités apres 3mois de traitement.

1.2.3. Effet du lambda-cyhalothrine sur ’activité du Glutathion peroxydase GPx

La figure 27 et le tableau 08 montrent que le traitement des rats Wistar par lambda-

cyhalothrine pendant 3 mois induit une diminution de I’activité de GPx, cette diminution est

tres hautement significative (P<0.001) par rapport au témoin chez les rats traités par

10mg/kg/j et hautement significative (P<0.01) chez les rats traités par Smg/kg/j.
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Tableau 08: Variation du I’activité du GPx chez les rats dans les différents lots expérimentaux

(m=£d).

Lots

expérimentaux

Témoin

Traité par LCT
Smg/kg/j

Traité par LCT
10mg/kg/j

GPx
(umol/min/mg)

0.892 +0.015

skk

0.837+0.012

Hkeosk

0.787 £0.013

GPx n=6

o
©

P<0.01

k%

P<0.001

* k%

GPx (umol/mg)
o o o o
&

o 08

T 5mg/kg/j
Groupes des rats traités

10mg/kg/j

Figure 27: Variation du I’activité du GPx hépatique (umol/min/mg de protéine) chez les rats
témoins et traités apres 3 mois de traitement.
1.2.4. Effet du lambda-cyhalothrine sur P’activité du Catalase CAT
La figure 28 et le tableau 09 montrent que l'activité de catalase CAT est diminué au niveau
du lot traité par 5mg/kg/j cette diminution est hautement significative et trés hautement

significative chez les rats traités par 10mg/kg/j.
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Tableau 09: Variation de I’activité enzymatique du CAT chez les rats dans les différents lots

expérimentaux (m + J).

Lots
Témoin Traité par Smg/kg/j | Traité par 10mg/kg/j
expérimentaux
CAT ek e
(umol/min/mg) 31.453 £0.130 25.641 £0.089 23.795 £ 1.514
CAT n=6
o0
E 3 P<0.01 P<0.001
(=
.E 30 ** %k k
>
g 25 T
=
=20
<
O 15
[}
©
~3 10
S
s 5
Q
o
- 0
T 5mg/kg/j 10mg/kg/j

Groupes des rats traités

Figure 28: Variation de I’activité enzymatique du Catalase (umol/min/mg de protéine) chez
les rats témoins et traité apres 3mois de traitement.
1.2.4. Effet du lambda-cyhalothrine sur le taux de malondialdéhyde (MDA)
La figure 29 et le tableau 10 représentent le traitement des rats Wistar par lambda-
cyhalothrine a des doses différentes (5 et 10 mg/kg/jour) pendant 3mois. Nous notons une
augmentation trés hautement significative (P<0.001) de la teneur en malondialdéhyde (MDA)

hépatique, dans les deux lots, par rapport au lot témoin.
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Tableau 10: Variation du Taux de MDA hépatique chez les rats dans les différents lots

expérimentaux (m + J).

Lots

expérimentaux

Témoin

Traité par Smg/kg/j

Traité par 10mg/kg/j

MDA

(umol/min/mg)

0.661 +0.000

% %k *k

0.808 +0.013

%k %k *k

0.850 £ 0.002

o o0 0 o0 9
oy N ® ©

DA (umol/min/mg)

0,3

de M
o ©°

Taux
o

MDA

* % %

5mg/kg/j

Groupes des rats traités

n=6
P<0.001

10mg/kg/j

Figure 29: Variation du taux de MDA (pumol/min/mg de protéine) chez les rats témoins et

traité apres 3 mois de traitement

1.3. Effet du lambda-cyhalothrine sur le Poids relatif du foie chez les rats wistar

La figure 30 et le tableau 11 montrent qu’il y’a une diminution significative (P <0.05)

du poids de foie chez le lot traité par lambda-cyhalothrine a la dose de 10mg/kg/j selon le

poids corporel par rapport au lot témoin.
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Tableau 11: Variation des Poids relatifs du foie dans les différents lots expérimentaux (m=9).

Lots Traité par LCT Traité par LCT
Témoin
expérimentaux Smg/kg/j 10mg/kg/j
Poids relatifs du *
foie (%) 2477 +0.225 2.255+0.200 2.692 +0.239
n=6 Poids relatifs du foie
3
p<0.05 * «
25 o
3
2 =}
©
15 @
1 g
05 B
‘S
O Q
T 5mg/kg/j 10mg/kg/j

groupes des Rats traités

Figure 30: Variation des Poids relatifs du foie (ug) des rats témoins et traité par lambda-

cyhalothrineapres 3 mois de traitement.

!Impact de Lambda-cyhalothrine sur les Cellules Hépatiques Ir Vivo des Rats Wistar !




B Résultat et Discussion

2. Discussion

Les pesticides pyréthrinoides sont utilisés dans le monde entier comme insecticides pour
les ravageurs contrdle en perturbant le fonctionnement normal des canaux sodiques (Al-
Amoudi, 2018).

Nous avons deux classifications des pesticides pyréthrinoides, a savoir: type I et type IL

Les Pyréthrinoides de type I ont été rapportés pour influencer les canaux de sodium dans les
membranes nerveuses provoquant ainsi une décharge neuronale continue et conduisant a un
potentiel postérieur de maniere négative prolongée. Les Pyréthrinoides de type II entrainent
un retard plus long du sodium inactivation du canal et inhiber l'activité dépendante du canal
sodique de neurones corticaux de rat in vitro (Al-Amoudi, 2018).
Les insecticides pyréthrinoides sont des produits chimiques fabriqués qui sont tres similaires
dans leur structure aux pyréthrines, mais plus toxiques aux insectes et aux mammiferes. La
lambda-cyhalothrine (LTC) est un insecticide synthétique a base de pyréthrinoide (Mohi El-
Din et al., 2014).

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

Le traitement par lambda-cyhalothrine a different dose (5 et 10 mg/kg/J) pendant 3 mois
chez les rats est induit des altérations métaboliques hépatiques importantes par diminution tres
hautement significative du contenu lipidique total en comparaison avec le témoin, cette
diminution peut étre stimulé par les radicaux libres en cas de stress oxydatif génere par la
lambda-cyhalothrine, notre résultat est confirmé par le taux de I’'MDA dans le foie
(augmentation tres hautement significative) et par d’autre rechercheurs (Shaurub et Abd El-
Aziz, 2015 ;Medjdoub, 2013).

Le MDA est le principal composé provenant de la formation de divers aldéhydes toxiques
pour l'organisme suite a la dégradation oxydative des acides gras polyinsaturés des
membranes cellulaires (Maiza et al., 2011).

Dans cette étude le traitement par les différentes doses de lambda-cyhalothrine chez les
rats Wistar pendant cette période résulte une augmentation tres hautement Significative
(P<0,001) du taux de MDA hépatique dans les deux lots expérimentaux par rapport au

témoin.
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Ces résultats vont dans le méme sens que ceux de Fetoui et al., 2008, 2010; Al-Amoudi,
2018, qui ont mis en évidence une augmentation significative du taux de MDA sous ’effet de
L'exposition de lambda-cyhalothrine au cours de traitement dans les rats.

Cette augmentation a été confirmé également par les recherches de Lukaszewicz, 2001;
Sutcu et al., 2006, Jafari et al, 2012. Les résultats de ces études montrent que les doses
élevées de pesticide ont augmenté le niveau de MDA chez le méme modele biologique (les
rats).

Cette augmentation en joindre une diminution de poids relatifs du foie. En explique cette
diminution par la dégradation des cellules hépatique et par la diminution de la teneur lipidique
sous l'effet de pesticide au niveau de cet organe. Ce résultat est confirmé par (Gasmi, 2018)
qui est trouvé que I’administration de deux pesticides (Acetamipride et Deltamethrine) a
diminué les poids relatif du cerveau et a diminué la croissance corporelle des rats Wistar.

Dans notre travail, nous avons mis en évidence que le taux des protéines dans cette
expérience a augmenter d’une manieére significative en comparaison aux témoins dans la
présence de ce pesticide (lambda-cyhalothrine), ces résultats vont dans le méme sens que
(Ouahiani, 2014) qui ont attribué cette augmentation chez les rats apres le gavage par cet
insecticide a la dose DL50/25.

Cette augmentation a été également observée dans le foie chez les poissons d'eau Selon
(Parveza et Raisuddin, 2005) a une exposition unique de 48 h a divers pesticides (la
deltaméthrine (0,75 pg / L)). Une augmentation significative de la teneur en protéines totales
ont été évaluées avec ceux de plusieurs auteurs (Chebab, et al.2009, Zouaoui et Soltani,
2018).

On explique ce résultat par I’induction de la syntheése des protéines de stress en relation
avec le phénomene de bioactivation/biotransformation montré par la peroxydation lipidique
générée par les ROS.

Un nombre croissant d’études ont montré que le stress oxydatif joue un réle critique dans
diverses toxicités associées aux insecticides pyréthrinoides (Al-Amoudi, 2018).

Pour limiter les effets de ce stress dans l'organisme, il existe des systemes de défense
enzymatiques et non enzymatiques. Parmi eux, nous mentionnons le glutathion qui possede
un rdle important dans la détoxication des composés toxiques électrochimiques et les
xénobiotiques par des réactions de conjugaison catalysées par la glutathion S-transférase avec
la formation d’acides mercapturiques (Saka et al., 2011).

Au cours de notre travail nous avons enregistré une diminution trés hautement significative

de taux de GSH chez les rats traités par la lambda-cyhalothrine par rapport au témoin surtout
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chez les rats traités par 10mg/kg/j. la diminution du taux de glutathion réduit GSH résultant de
leur action avec les radicaux libres générés avec les insecticides. Ce résultat est confirmé par
les études de Fetoui et al., 2010; qui présent la propension de la lambda-cyhalothrine (LTC) a
induire un stress oxydatif, des modifications des parametres biochimiques et activités
enzymatiques. a observé également apres 6 semaines de traitement, une diminution de la
GSH a été rapportée par Abbassy et al., 2014 chez les rats males apres administration orale
de LCT ala dose de 2,6 mg / kg (Ce qui représente 1/10 de DL50) avec 3 doses par semaine.

La diminution du taux de GSH a été également signalée chez Les rats male (225-250 g)
traitées par deux pesticides: endosulfan et de chlorpyrifos Selon (Bebe et Panemangalore,
2011) Les résultats obtenus une diminution significative dans le taux de GSH hépatique, chez
les animaux traités.

Lorsque le glutathion réduit GSH joue un r6le antioxydant en synergie avec la glutathion
peroxydase GPx par I'élimination des peroxydes a partir de l'activité enzymatique de ce
dernier. En explique cette diminution par une modification structurale de glutathion réduit
GSH ou en le convertissant en forme oxydée GSSG par les radicaux libres déclenchés par les
pesticides. Nous confirmons ainsi ces observations par les résultats de la glutathion
peroxydase GPx. Une diminution du taux de GPx tres hautement significative chez les rats
traités par 10mg/kg/j (P<0,001) apres une exposition de 3 mois de lambda-cyhalothrine. Cette
enzyme qui catalyse la dismutation d’H,0O, en eau H,O et en oxygene moléculaire O,. Leur
role principal est d’assurer la réduction du peroxyde d’hydrogéne ou des peroxydes lipidiques
formés suite a 1’effet du stress oxydant, sur les acides gras polyinsaturés en les couplant avec
I’oxydation du glutathion (Poisson-Moreau, 2014). La diminution de GPx a été également
signalée chez plusieurs especes animales traitées par divers pesticides, chez les souris exposés
(Khan et al, 2005) qui est trouvé que le taux de glutathion peroxydase augmenté
significativement dans le tissu hépatique.

Le foie de rat contient une grande quantité de glutathion S-transférase cytosolique et
microsomale activité, et les deux ont été isolés et caractérisés. La glutathion S-transférase
microsomale est comprise entre 3 et 1% de la protéine microsomale totale chez le rat
Contrairement au glutathion S-transférases cytosolique (Aniya et Anders, 1989). La fonction
des enzymes GST a traditionnellement été considérée comme la détoxication des électrophiles
par conjugaison au glutathion (Strange et al., 2001).

Les résultats biochimiques du groupe traité par lambda-cyhalothrine ont révélé une
augmentation trés hautement significative (P<0,01) de I'activité enzymatique de la glutathion

S-transférase (GST). Cette suggestion été appuyé par les résultats de Yousef, 2010 qui ont
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attribué ces augmentation dans les activités de GST chez les lapins males traités par la
lambda-cyhalothrine.

Autre étude de Bansalet al., 2005 qui explique cette résultat: Les activités des enzymes
antioxydantes telles que le glutathion-S-transférase (GST) ont été augmentées sous I'effet de
la N-nitrosodiéthylamine dans le foie de rat.

Et aussi ces résultats sont ont accord avec les données bibliographiques de El-Shenawy,
2010; Fetoui et al., 2008; Abbassy et al., 2014, qui ont déclaré L'augmentation de cette
enzyme chez le rat.

L'étude de Pradeep et al.,2007 montrent que le diéthylnitrosamine chez les rats provoque
des effets oxydatifs, biochimiques et hépatotoxiques se manifestent par altération du systeme
antioxydant cellulaire caractérisé par une action directe sur 1’activité enzymatique du GST.

La catalase joue un r6le majeur dans la protection des tissus contre les effets toxiques de
peroxyde d’hydrogéne H,0O,, elle catalyse la décomposition du ce dernier en oxygene
moléculaireO; et en eau H,O pour se transformer en composés moins dangereux. Les résultats
biochimiques du groupe traité par lambda-cyhalothrine (LCT) ont révélé une diminution tres
hautement significative de l'activité des enzymes antioxydant tels que la catalase CAT dans
les cellules hépatiques chez les rats traités par 10 mg/kg/j en comparaison au témoin. En
explique Cette diminution par l'utilisation de cette enzyme pour 1'élimination du peroxyde
d’hydrogene (H,0,). Cette résultat ont accord avec MiloSevié¢ et al, 2017 a montré une
diminution de I’activité de CAT chez les rats apres la contamination par (20 mg / kg poids
corporel/ jour) de fénitrothion pendant 30 jours.

Et aussi ce résultat sont ont accord avec les travaux de Chebab et al., 2009 qui ont déclaré
la diminution de P’activité de CAT dans le foie chez les rats Wistar aprés administration de
deux pesticides : I’endosulfan et le chlorpyriphos. Yousef Ali, 2012 ont également révélé
cette diminution qu’une exposition quotidienne de lambda-cyhalothrine a une dose de 4,2 ou
8,4 mg / kg pendant 4 semaines chez le rat male, Anilakumar et al, 2009 qui résulte
I'administration de 1'hexachlorocyclohexane entraine une diminution du taux hépatique de

catalase chez les rats traités par 300 mg / kg de poids corporel pendant 12 semaines.
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Conclusion

Ce travail nous a permis de mettre en évidence I’impact de lambda-cyhalothrine sur

les cellules hépatiques chez les rats Wistar.

L'administration de lambda-cyhalothrine a des doses différentes (5 et 10mg/kg/j) de

poids corporel, par voie orale chez les rats males adultes a induit des perturbations des

parametres biochimiques, de stress, systeme antioxydant et parametres de croissance

exprimée notamment par:

Une diminution tres hautement significative du taux des lipides hépatiques.

Une augmentation significative du taux de protéine hépatique.

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

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

Une diminution trés hautement significative de 1’activité du glutathion peroxydase

(GPx) dans le foie.

Une augmentation tres hautement significative du taux de MDA dans le foie.
Une diminution de I’activité enzymatique de catalase (CAT).
Une perturbation relative du poids des rats durant la période de trois mois de

traitement.

En perspectives, il faut améliorer cette recherche par autre études:

De réalise une étude histopathologique du foie.

L’étude de la génotoxicité.

De doser d’autres paramétres de la défense antioxydant : SOD, le rapport GSH/GSSG.
De doser des parametres de : ASAT, ALAT.
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1. Courbe d’étalonnage pour dosage des lipides

Tableaul2. Réalisation de la courbe d’étalonnage pour dosage des lipides

Tubes
Solutions 1 2 3 4 5 6
Solution mere de lipide (ul) 0 20 40 60 80 100
Solvant éther/chloroforme (pl) 100 80 60 40 20 0
RéactifSPV(ml) 25 25 25 25 25 25

G3 = 00282857 + 00018843 G2

5= 00086407 Recamé=987%  Recaré(aust)= 583 %
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Figure31. Courbe d’étalonnage pour dosage des lipides.
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2. Courbe d’étalonnage pour dosage des protéines

Tableau 13. Réalisation de la courbe d’étalonnage pour dosage des protéines

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

Absorbance (595nm)

C1=-0,135857 + 0,0083971 C2

$=0,128382 R-carré=882% R-carré(ajust)=853%
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Figure 32. Courbe d’étalonnage pour dosage des protéines.
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