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Résumé

L’utilisation accrue des pesticides (tels que imidaclopride) et des métaux lourds (cadmium et
plomb) est un sujet de préoccupation pour la santé publique. Ces xénobiotiques toxiques sont
omniprésents et se propagent dans notre écosysteme a une vitesse croissante. De nombreuses
études ont été menées pour évaluer la toxicité seul de chacun métal lourd, mais trés peu
d'études pour évaluer la toxicité du mélange des pesticides et des métaux lourds. La co-
exposition est la fagon la plus courante chez les organismes réagissant aux substances
toxiques présentes dans l'environnement. Ce travail contribue a étudier leurs mécanismes
d'action via un modéle d’étude in vivo. Des rats Wistar ont été traités par diverses voies
d’exposition (IV et IP) pendant 15 jours. Des lots expérimentaux sont traités au Cd, Pb et
imidaclopride. Les résultats obtenus révelent une diminution significative des parametres
hématologiques, avec une augmentation du nombre des globules blancs et une inhibition du
taux de 6-ALAD. Les lésions cellulaires dans le foie et les reins ont été clairement démontrées
par I'élévation significative des marqueurs biochimiques du stress. Ces substances toxiques
ont induit un stress oxydatif et ont eu des effets néfastes sur la santé a des niveaux

d'exposition plus faibles que ce que I'on pensait auparavant.

Mots clés : imidaclopride ; cadmium ; plomb ; stress oxydatif ; rats.



Abstract

The increasing use of pesticides (imidacloprid) and heavy metals (cadmium and lead) is a
matter of public health concern. These toxic xenobiotics are ubiquitous and are spreading
through our ecosystem at an increasing rate. Many studies have been carried out to assess the
toxicity of individual heavy metals, but very few to assess the toxicity of the mixture of
pesticides and heavy metals. Co-exposure is the most common way in which organisms react
to toxic substances in the environment. This work contributes to studying their mechanisms of
action via an in vivo study model. Wistar rats were treated with various routes of exposure (IV
and IP) for 15 days. Experimental lotswere treated with Cd, Pb and imidacloprid. Results
reveal a significant decrease in hematological parameters, with an increase in white blood
cells number and inhibition of 5-ALAD levels. Cellular damage in the liver and kidneys was
clearly demonstrated by the significant elevation of biochemical stress markers. These toxic
substances induced oxidative stress and had adverse health effects at lower levels of exposure

than previously thought.

Keywords: imidacloprid,; cadmium; lead; oxidative stress; rats.
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Introduction

Introduction

Les pesticides et les métaux lourds sont un sujet de préoccupation pour la santé
publique. Ces xénobiotiques toxiques sont omniprésents dans 1’environnement et Se propagent
a une vitesse croissante a cause des eaux usées jetées dans 1’environnement, de l'industrie et
de l'agriculture. Ils sont tres persistants et non biodégradables (Zusé¢ikova et al., 2023). De
nombreuses études ont été menees pour évaluer leur toxicité de facon seule. Donc, nous en
savons beaucoup sur chaque élément pris séparément, mais tres peu d'études ont été menées
pour évaluer la toxicité du mélange des pesticides et des métaux lourds ensemble. La co-
exposition est la facon la plus courante dont les organismes réagissent aux substances
toxiques présentes dans l'environnement, ce qui rend cette étude trés importante pour
comprendre leurs mécanismes d'action car ces éléments toxiques le plus souvent coexistent

ensemble dans I'environnement.

Les pesticides sont reconnus comme des agents utilisés pour protéger les cultures
contre les nuisibles ainsi que les maladies chez I'nomme. Les effets bénéfiques des pesticides
en font un outil important pour maintenir et améliorer les rendements des cultures et par
conséquent le niveau de vie de la population mondiale. En moyenne 2 millions de tonnes de
pesticides sont utilisées chaque année dans le monde pour lutter contre les mauvaises herbes,
les insectes et les parasites(Syafrudin et al., 2021). La révolution de la lutte contre les
parasites a commencé depuis les années 1970 avec le développement de pesticides a base de
métaux lourds toxiques tels que le cuivre, le plomb, le mercure et l'arsenic. Elle a été suivie
par la découverte du dichloro-diphényl-trichloro-éthane (DDT) pendant la seconde guerre
mondiale (De et al., 2014). L'utilisation du DDT a énormément augmenté en raison de son
efficacité contre presque toutes les espéces de ravageurs méme a faible dose. Cette utilisation
massive a provoquée des effets néfastes sur I'environnement et I'nomme, il est donc devenu
évidents d’interdire son utilisation. Apres l'interdiction du DDT pour l'usage agricole et
domestique, une grande variété de pesticides synthétiques a été produite, tels que les
organophosphates et les pyréthroides, qui reste toxiques pour I'environnement (Mahmood et
al., 2016). Les principaux pays consommateurs de pesticides sont : la Chine, les Etats-Unis,
I'Argentine, I'Inde, le Japon, le Canada, le Brésil, la France, I'ltalie et la Thailande (Sharma et
al.,2019).

Depuis l'introduction de [I'imidaclopride (IMI) dans les années 1990, les

néonicotinoides, une famille d'insecticides synthétiques relativement sélectifs, ont rapidement
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Introduction

accru leur part de marche dans le monde (Zhang et al., 2022). L'imidaclopride est I'insecticide
néonicotinoide le plus utilisé, il est utilisé dans I'agriculture afin de prévenir les cultures des
attaques de ravageurs, il est également utilisé a des fins vétérinaires et domestiques. Sur les
insectes cibles, il affecte le systeme nerveux central en perturbant les récepteurs nicotiniques
de l'acétylcholine (nAChRs) (Chen et al., 2023). En fait, il agonise la membrane post-
synaptique des nAChRs en imitant I'acétylcholine, le neurotransmetteur actuel, en s'y fixant
fortement (Naiel et al., 2020). Bien que les néonicotinoides soient considérés comme
écologiques (Wintermantel et al., 2020), I'Union Européenne (UE) a interdit l'utilisation de
certains pesticides néonicotinoides en raison du danger qu'ils représentent pour les organismes
non ciblés, en particulier les pollinisateurs (EFSA, 2018). Toutefois, dans certains pays,
I'utilisation des néonicotinoides est toujours d'actualité en raison de leur faible codt et de leurs
effets puissants(Gong et al., 2021). En raison de sa longue durée de vie et de I'importance des
doses, I'IMI produit des résidus importants dans l'eau, le sol et les aliments. Ces résidus
pourraient pénétrer dans le corps humain par la chaine alimentaire et représenter un risque

énorme pour la santé publique (Sriapha et al., 2020 ; Wan et al., 2020).

Certaines études ont établi un lien entre I'utilisation des néonicotinoides et le stress
oxydatif, les troubles neurologiques, les altérations métaboliques et le cancer du foie (Li et al.,
2020 ; Vuong et al., 2022 ; Zhang et al., 2022). Il a été démontré que les femmes exposées a
I'IMI présentaient des niveaux plus élevés de production d'oxyde nitrique et de transcription
des synthases d'oxyde nitrique dans le cerveau et le foie (Thompson et al., 2020). L'IMI est
également lié a la toxicité pour la reproduction. D'autres recherches menées par Zhao et al.
(2021) ont montré que I'exposition a I''lMI modifiait la mobilité des spermatozoides, diminuait

leur concentration et provoquait des malformations physiologiques.

Le Cadmium (Cd) et le plomb (Pb) coexistent généralement dans I'environnement et
n'ont aucun role biologique dans les organismes vivants (Genchi et al., 2020). Ils sont connus
pour étre la cause d'une multitude de conséquences délétéres sur la santé des humains et des
animaux ; ils peuvent imiter les propriétés des métaux essentiels en perturbant les processus
cellulaires et enzymatiques (Rahman et al., 2019). L'inflammation et le stress oxydatif ont été
identifiés comme deux mécanismes délétéres prévalent pour le Cd et le Pb (Huang et al.,
2021; Liu et al., 2023 ; Cui et al., 2023). Ces deux métaux dangereux ont une affinité plus
forte pour les ligands contenant du soufre que le Zn, car le rayon ionique et I'électronégativite
du Cd et du Pb sont identiques a ceux du Ca et du Zn (Carpenter et al., 2016). lIs rentrent en

compeétition pour le méme site de fixation des protéines enzymatiques (Zhai et al., 2015). Le
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Zn et le Ca sont deux métaux essentiels ; par conséquent, un déeséquilibre de leur homéostasie
crée des problemes vitaux tels que la perturbation de l'activité enzymatique de l'acide delta

aminolévulinique déshydratase (6-ALAD) de la voie de biosynthése de I'héme.

Le Centre international de recherche sur le cancer (CIRC) a classé le Cd parmi les
substances cancerogénes de classe | (CIRC, 1993). La néphrotoxicité et la cancerogénicité du
Cd sont dues a son interférence avec un certain nombre de voies de transduction des signaux
cellulaires qui contrélent la prolifération et la différenciation des cellules (Thévenod, 2009).
Le Cd étant largement utilisé & des fins commerciales, il se propage dans I’environnement par
la voie de l'agriculture, l'industrie et les eaux usees (Satarug, 2018). On le trouve
fréqguemment dans le sol, les aliments, l'air et I'eau potable. Le Cd est absorbé principalement
par les voies respiratoires et en moindre quantité par le tractus gastro-intestinal, tandis que
I'absorption cutanée est peu fréquente. Ce métal non essentiel est lentement éliminé de
I'organisme par les reins, l'urine, la salive et enfin par le lait pendant I'allaitement (Satarug,
2018). Son accumulation entraine un stress oxydatif, un dysfonctionnement immunologique
(Ebrahimi et al. 2020), un dysfonctionnement neurologique (Cai et al., 2020)et la mort
(Zhang et al., 2020). Sa capacité a induire un stress oxydatif altere les enzymes antioxydantes
et augmente la peroxydation des lipides. Outre ses actions cytotoxiques susceptibles de
provoquer des évenements apoptotiques ou nécrotiques, il est prouvé que le Cd est
cancérigéne (Tinkov et al., 2018). En outre, une diminution de l'activité antioxydantede la
superoxyde dismutase (SOD) et de la catalase (CAT) dans les globules rouges est liée a
I'anémie, qui est associée a I'nypoxie, l'inflammation et le stress oxydatif et par voie de
conséquence peuvent contribuer au développement d'une maladie rénale chronique
(Gwozdzinski et al., 2021). En outre, des études ont montré que le Cd induisait I'autophagie et
la pyroptose (Zheng et al., 2021).

D'autre part, le Pb est un contaminant utilisé dans différents domaines, tels que la
fabrication de batteries au plomb, ainsi que dans les peintures et I'impression de journaux
(Zhang et al., 2020). On rapporte gu'il affecte I'noméostasie de différents systémes corporels
(Zare et al., 2020). Sa cible principale est le systeme neurologique (Neuwirth et al., 2019); il
affecte I'hippocampe en diminuant les cellules neuronales, ce qui entraine différents
symptomes tels que des troubles de la mémoire et des capacités motrices, des problemes de
comportement et des capacités d'apprentissage (Rajendran et al., 2021). Des eétudes
antérieures ont également montré que la toxicité du Pb affecte le feetus pendant la période de

gestation. Il affecte également la reproduction féminine en perturbant les menstruations (en
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diminuant le potentiel reproductif ; en retardant le moment de la conception ; en modifiant la
synthese et la circulation des hormones) et la fertilité masculine (Massanyi et al., 2020). Un
autre effet delétere du Pb est de perturber I'expression du systeme immunitaire en altérant les
niveaux d'immunoglobulines, en changeant la quantité de lymphocytes, de macrophages et de
cellules mononucléaires du sang périphérique, et en altérant également les fonctions des

neutrophiles (Cuomo et al., 2022).

Il est crucial de déterminer si un mélange de produits chimiques a un effet plus
important qu’un produit chimique individuel, étant donné que les étres humains sont plus
susceptibles d'étre exposés a un melange de produits chimiques qu'a un seul produit. La co-
exposition au Cd, Pb et IMI pourrait avoir des effets additifs, antagonistes ou synergiques qui

ne sont pas observés avec I'exposition a un seul produit.

L'objectif de la présente étude était de déterminer si une exposition séparément ou

combinée, pouvait avoir un effet oxydatif additif, synergique ou antagoniste.

Pour ce faire, une synthese bibliographique du sujet constituera la premiére partie,
suivie par un chapitre résumant les méthodes et techniques utilisés en partie expérimentale, et
enfin un chapitre discutant les résultats des deux études menées au cours de ce projet de

doctorat.
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1 Classification des pesticides

Le terme pesticide est un terme commun utilisé pour identifier différentes classes de
produits chimiques comme les insecticides, les rodenticides, les herbicides, les fongicides, les
désinfectants ménagers, etc., qui sont utilisés a la fois pour décimer et protéger contre les
nuisibles (Dar et al., 2019 ; Kumar et al., 2018).

Divers critéres sont prise en considération afin d’établir une classification des
pesticides, par exemple leur degrés de toxicité, les organismes nuisibles qu’ils attaquent, leurs
composition chimique, leur voie de pénétration, le mode d'action qu’ils utilisent ainsi que
leurs sources d'origine.ll existe actuellement trois méthodes de classification des pesticides
couramment utilisées suggérées par Drum (1980). Ces trois méthodes de classification des

pesticides couramment utilisées dépendent de :

a

la structure chimique du pesticide ;

b- le mode d'entrée du pesticide ;

c- le mécanisme d'action du pesticide ;
d- les organismes nuisibles qu'ils attaquent.
| Insecticides |
v
v v
| Natural | ’ Synthetic l
, v : )
‘ v J v
| Plant based | | Mineral oils | | Inorganic | | Organic I
1- Pyrethrum
2- Azadirachtin
y_ L ] )
‘ Organochlorines | | Organophosph “ Carb | | Pyrethroids |
| v | |
1-DDT 1- Malathion 1- Propoxur 1- Deltamethrin
2- BHC 2- Temephos 2- Bendiocarb 2- Cyfluthrin
3- Fenthion 3- Carbaryl 3- Bifenthrin
4- Dichlorvos 4- Lambda-
5- Fenitrothion cyhalothrin
6- Primiphos 5- Premethrin
methyl

Figure 1: Classification des insecticides (Yadav and Devis, 2017).
1.1 En fonction du ravageur ciblé
Dans cette classification, les pesticides sont classés en fonction de I'organisme nuisible
ciblé et des noms spécifiques sont donnés aux pesticides pour indiquer leur activité. Le nom
de ces catégories de pesticides provient du terme latin "cide" (qui signifie tuer), il est utilisé

comme suffixe aprés le nom correspondant de I'organisme nuisible qu'ils tuent (Hassaan and

7



Chapitre | : Les pesticides

El Nemr, 2020). Cependant, ce n’est pas nécessaire que tous les pesticides se terminent par le
mot "cide". Certains pesticides sont également classés selon leur fonction (Tableau 1). Par
exemple : les régulateurs de croissance, qui stimulent ou retardent la croissance des ravageurs;
les défoliants, qui font tomber les feuilles des plantes ; les dessiccants, qui accélérent le
séchage des plantes pour la récolte mécanique ou provoquent le dessechement et la mort des
insectes ; les répulsifs, qui repoussent les ravageurs ; les attractifs, qui attirent les ravageurs,
généralement dans un piege ; et les chimio-stérilisants, qui stérilisent les ravageurs (Yadav
and Devis, 2017).

Tableau 1: Classification des pesticides en fonction des organismes nuisibles ciblés (Fishel

and Ferrell, 2013).

Nom de pesticides Organismes nuisibles/fonction Exemple
Insecticides Tue les insectes et autres arthropodes Aldicarbe
Fongicides Tue les champignons (y compris le mildiou, Azoxystrobine

lamoisissure et la rouille)

Bactéricides

Tuer les bactéries ou agit contre les bactéries

Complexes Cu?*

Herbicides Tuer les mauvaises herbes et autres plantes qui Atrazine
poussent la ou elles ne sont pas désirées

Acaricides Tuer les acariens qui se nourrissent de plantes et Bifenazate
d'animaux

Rodenticides Lutte contre les souris et autres rongeurs Warfarine

Algicides Contrdlent ou tuent la croissance des algues Sulfate de cuivre
Larvicides Inhibe la croissance des larves Méthoprene
Reépulsifs Repousse les parasites par son godt ou son odeur Méthiocarbe
Déshydratants Agissent sur les plantes en asséchant leurs tissus Acide borique
Ovicides Inhibe la croissance des ceufs d'insectes et d'acariens Benzoxazin
Virucides Agit contre les virus Scytovirine
Molluscicides Inhibent ou tuent les mollusques, notamment les Métaldéhyde
escargots
Nématicides Tue les nématodes qui agissent comme des parasites Aldicarb
des plantes
Avicides Tue les oiseaux Avitrol

Boules antimites

Arrétent les dégats causés aux tissus par les larves de
mites ou les moisissures

Dichlorobenzéne

Piscicides Agit contre les poissons Roténone
Silvicides Agit contre la végétation ligneuse Tebuthiuron
Termiticides Tue les termites Fipronil
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1.2 En fonction de la composition chimique

La technique la plus reconnue et la plus utilisée pour classer les pesticides dépend de
leur structure chimique et de la nature de leurs ingrédients actifs. Ce type de classification
donne une indication de I'efficacité et des caractéristiques physicochimiques d'un pesticide
particulier, ce qui est exceptionnellement utile pour décider du mode d'application et des
précautions a prendre lors de I'application (Kaur et al., 2019). Les pesticides sont regroupés
en six grandes classes sur la base de leur composition chimique, a savoir : les organochlorés,
les organo-phosphates, les carbamates et les pyréthrines, pyréthrinoides et les neonecotinoides
(Dar et al., 2020).

1.2.1 Lesorganochlorés

Les organochlorés (Figure 2) sont des composés chimiques stables, trés persistants
dans I'environnement et susceptibles de s'accumuler dans les tissus adipeux des mammiferes
(Richardson et al., 2019).L'exposition directe de I'homme aux organochlorés se produit par les
fruits, les légumes, les céréales, les produits laitiers et les viandes contaminés, ainsi que les
milieux agricoles (Bradman et al., 2007). Chez I’homme, ces pesticides ou leurs métabolites
agissent principalement au niveau du systéeme nerveux central en modifiant les membranes
enzymatiques des nerfs et leurs propriétés électro-physiologiques, ce qui entraine des
changements dans la cinétique du flux de K™ et du Na'a travers la membrane de la cellule

nerveuse.
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Figure 2: Structure de quelques organochlorés (Hassaan et al., 2020).
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1.2.2 Les organophosphoreés

Certains esters dérives de l'acide phosphorique sont connus sous le nom de pesticides
organophosphorés (Figure 3). Chez I'homme, ces esters agissent sur le systeme nerveux
central en bloquant I'enzyme acétylcholinestérase, et perturbent l'influx nerveux par la
phosphorylation de la sérine du groupe OH dans le site actif de I'enzyme (Vale and Lotti,
2015).

CH5CHZO. CHaGHO.
CHEO‘/‘E—CHQ— \ ;E— Cl ¢ C&Eis
CHO N, CH;CH:O . o Hy

Fonofos

Azinphos methyl Chlorpyrifos
§  poccHoH, CHiCHOT oo !
el el Qe b0
CHO COOCH,GH; CH3CHyO CHyO 't
0
Malathion
Phosmet
CHCHO__T 9 CHBO\?
P-5-CHz=S-C(CHah ~P— PGHCCly
CH;CHQO/ \/\/S P\SS\/\/ GHgO/ EH
o W :
Terbufos Tribufos Trichorfon

Figure 3: Structure de différents organophosphorés (Jauregui et al., 2003).

1.2.3 Les carbamates

Certains composés esters organiques dérivés de I'acide diméthyl N-méthyl carbamique
sont utilisés comme herbicides, insecticides, nématicides et fongicides, et sont appelés
carbamates (Figure 4). Les carbamates sont largement utilisés a des fins vétérinaires pour les
chats et les chiens. La toxicité de ces composes varie en fonction de la structure moléculaire,
mais elle est généralement plus courte que celle des organophosphates et des organochloreés,
et ces derniers inhibent [I'acétylcholinestérase (Garcia et al., 2012).Les symptomes
d'intoxication par les carbamates sont souvent graves et se manifestent dans différents

organes.
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Figure 4: Structure chimique de certains pesticides carbamates et thiocarbamates (Hassaan et
al., 2020).

1.2.4 Les pyréthroides

Les pyréthroides sont des insecticides naturels dérivés des extraits de pyréthre de
fleurs de chrysantheme, connus sous le nom de pyréthrine, que I'on trouve au Kenya. lls
agissent sur le systéeme nerveux central, ce qui provoque des fluctuations dans la dynamique
des canaux de cation sodium dans la membrane de la cellule nerveuse, cela entraine une
augmentation du temps d'ouverture des canaux sodiques (Perry et al., 2013).En raison de la
nécessité de disposer de grandes quantités de ces pesticides et de la pénurie croissante d'huiles
essentielles nécessaires a la fabrication de pyréethres naturels et biologiques, les scientifiques

se sont tournés vers la production de pyréthrinoides synthétiques.

HaC CH,
CHy CH
3
X o)
R’L\ —CH,
0
0
Pyrethroid

Figure 5: Structure générale des pesticides pyréthrinoides (Hassaan et al., 2020).
1.2.5 Les néonicotinoides

Les néonicotinoides sont des agonistes des récepteurs nicotiniques de I'acétylcholine ;
ils se lient fortement aux récepteurs de ces dernier dans le systéme nerveux central des
insectes, provoquant une stimulation nerveuse a de faibles concentrations, mais aussi un
blocage des récepteurs, la paralysie et la mort a des concentrations plus élevées. Les

néonicotinoides se lient plus fortement aux nAChR des insectes qu'a ceux des vertébrés, de
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sorte qu'ils sont sélectivement plus toxiques pour les insectes (Tomizawa and Casida, 2005).
Ils peuvent étre classés dans I'un des trois groupes chimiques suivants : les N-nitroguanidines
(imidaclopride, thiaméthoxame, clothianidine et dinotefurane), les nitromethyléenes
(nitenpyram) et les N-cyanoamidines (acétamipride et thiaclopride) (Jeschke et al., 2011). Ils
sont généralement toxiques pour les insectes en quantités infimes.

Les néonicotinoides sont solubles dans I'eau et sont facilement absorbés par les plantes
via leurs racines ou leurs feuilles, puis sont transportés dans tous les tissus de la plante. Grace
aleur forte toxicité pour les insectes, leur souplesse d'utilisation et leur activité systémique, les
néonicotinoides sont rapidement devenus I'un des pesticides les plus utilisés au monde ; ils
sont aujourd'hui utilisés plus que toute autre classe d'insecticides et représentent environ un

quart de tous les insecticides utilisés (Jeschke et al., 2011; Pollack, 2011).
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Figure 6:Structures chimiques des pesticides néonicotinoides (Ma et al., 2013).

1.3 Classification selon le mode d’entré
1.3.1 Les pesticides systémiques

Les pesticides systémiques migrent dans toute la plante lorsqu'ils sont appliqués dans
la région des racines, mais ce n’est pas le cas s'ils sont appliqués sur les feuilles seulement.En
outre, certains pesticides sont considérés comme systématiques localement et ne migrent que
du point de contact a wune courte distance dans une plante. L'acide 2,4-
dichlorophénoxyacétique (2,4-D) et le glyphosate sont des exemples de pesticides

systémiques (Hassaan and EI Nemr, 2020).

1.3.2 Les pesticides de contact

Les pesticides de contact sont ceux qui n'atteignent pas substantiellement les tissus
végetaux et ne sont donc pas déplacés a l'intérieur du systeme vasculaire de la plante. Au
contact, ces pesticides atteignent le corps de I'insecte a travers son épiderme et entrainent sa
mort par empoisonnement. Le paraquat et le dibromure de diquat sont des exemples de

pesticides de contact (Saari et al., 2019).

12



Chapitre | : Les pesticides

1.3.3 Les fumigants

Lors de Il'application, ces pesticides forment des gaz toxiques qui pénétrent dans
I'organisme de I'insecte par le systéme tracheal (respiratoire) via les spiracles et entrainent la
mort de l'insecte. Certains ingrédients actifs des fumigants sont liquides lorsgu'ils sont
conditionnés sous haute pression, mais se transforment en gaz lorsqu'ils sont libérés. D'autres
ingrédients actifs, lorsqu'ils sont conditionnés dans une bouteille ordinaire et non formulés
sous pression, sont des liquides volatils. Les fumigants sont utilisés pour éradiquer les
parasites des fruits, des céréales et des légumes stockes et sont également utiles pour lutter

contre les parasites du sol(Hassaan and EI Nemr, 2020).

1.3.4 Poisons de I'estomac

Ce type de pesticides pénetrent par la bouche et le tube digestif vers I'organisme du
ravageur et entrainent sa mort par empoisonnement. Cela arrive lorsque des ravageurs
ingerent l'insecticide ajouté aux feuilles et autres parties de la plante. Cette méthode est
particulierement adaptéee a la lutte contre les vecteurs tels que les bactéries ou leurs poisons
(Yadav and Devi, 2017).

1.3.5 Les répulsifs

Les pesticides répulsifs ne tuent pas ou ne détruisent pas les nuisibles mais sont
suffisamment répugnants pour éloigner les nuisibles des zones ou des produits traités. Les
répulsifs interferent également avec la capacité des ravageurs a trouver les cultures (Yadav
and Devi, 2017).

2 Deégradation des pesticides

La degradation fait référence a la décomposition ou a la transformation des pesticides
dans I'environnement, qui implique des processus médiés par des réactions biotiques (micro-
organismes et plantes) et abiotiques (réactions chimiques et photochimiques) ; cette
dégradation est le principal processus de perte de pesticides aprés l'application (Fenner et al.,
2013).

La dégradation des pesticides par des processus métaboliques microbiens est
considérée comme le principal mécanisme de transformation biologique ; les différents
consortiums de microorganismes (principalement des bactéries et des champignons) peuvent
participer a de nombreuses transformations biochimiques pour minéraliser les molécules
(Chaplain et al., 2011). Ces microorganismes peuvent provoquer une grande modification de

la structure des pesticides ; de nombreuses études indiquent que les microorganismes qui
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participent a la biotransformation des pesticides ont tendance a étre spécifiques d'un groupe,
de substances, de liaisons chimiques et de structures chimiques (Cycon and Piotrowska-Seget,
2006).

Trois phases ont été décrites dans la biodégradation des pesticides :

(a) dans la phase I, les propriétés initiales du composé sont transformées par des réactions
d'oxydation, de réduction ou d'hydrolyse pour produire un métabolite plus soluble
dans l'eau ;

(b) dans la phase I, il y a conjugaison du pesticide ou du métabolite avec des sucres ou
des acides aminés pour augmenter la solubilité dans I'eau et réduire la toxicité ;

(c) la phase Ill consiste a transformer les métabolites de la phase Il en conjugués

secondaires pour les rendre excrétables et moins toxiques.
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Figure 7: Schéma représentant la diffusion et la dégradation des pesticides dans
I'environnement (Sudhanshu et al., 2020).

2.1 Dégradation chimique

Les réactions d'hydrolyse et d'oxydo-réduction sont les principaux mécanismes par
lesquels un pesticide peut étre transformé chimiquement. En général, ces réactions se
produisent en raison de la présence d'acidité ou d'alcalinité dans le sol et dépendent donc du
pH du sol. D'autres facteurs importants influencent la transformation chimique tels que la

solubilité chimique du pesticide, la température et I'hnumidité du sol (Rahm et al., 2005).
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Figure 8: Schéma de dégradation chimique et biologique des pesticides (Bi Ruomeng et al.,
2023).

2.1.1 Hydrolyse
Les réactions d’hydrolyse sont généralement catalysées en présence d'hydrogene ou
d'ions hydroxyles, et par conséquent, la disponibilité de I'eau et le pH sont les facteurs clés.
Plusieurs groupes fonctionnels sont susceptibles de réagir de maniére hydrophile, comme les
amides, les époxys, les lactones, les esters d'acide phosphorique et sulfonique, et les esters
d'acide carboxylique. La catalyse des ions métalliques favorise I'hydrolyse par le biais de deux
mécanismes :
(@) la polarisation directe, ou le métal coordonne la fonction hydrolysable rendant le
composé plus électrophile et réactif ;
(b) la génération "in situ™ d'espéces réactives d'hydroxydes métalliques (Chaplain et
al., 2011).

2.1.2 Reéactions d'oxydo-réduction

Les réactions d'oxydo-réduction impliquent les électrons de transition de I'espece
oxydée avec un gain/une perte d'électrons. Pour oxyder ou réduire un pesticide, il faut qu'il y
ait dans le sol un composé chimique capable de se comporter comme un accepteur ou un
donneur d'électrons. L'oxydation peut avoir lieu grace a des enzymes oxydatives ou des
catalyseurs abiotiques tels que les oxydes métalliques (Chaplain et al., 2011). La réduction
des pesticides se produit dans les sols mal drainés ou recevant des eaux souterraines, des
zones humides ou des réservoirs inondés. La nature des agents réducteurs comprend des
produits chimiques ou des réactifs abiotiques comme la matiere organique, des produits
biochimiques extracellulaires comme des métaux chélatés ou des coenzymes (Kappler and
Haderlein, 2003).
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2.2 Photo-dégradation

La photo-dégradation est I'un des moyens les plus destructeurs pour les pesticides de
réduire leur demi-vie dans I'environnement (Katagi, 2004). Au cours de la photolyse, I'énergie
rayonnante sous forme de photons rompt les liaisons chimiques, directement ou
indirectement. L'absorption instantanée du photon par le composé entraine la rupture ou la
réorganisation de la liaison pour former un composé plus stable. Dans la photolyse indirecte,
un photo-sensibilisateur absorbe la lumiére et produit une série d'especes reactives qui
peuvent dégrader le pesticide ; la matiere organique peut servir de photo-sensibilisateur
(Remucal, 2014). L'intensité de la lumiére solaire, la durée d'exposition, les propriétés du
pesticide et la méthode d'application sont des facteurs qui affectent la vitesse de la photolyse.
Les pesticides appliqués sur le feuillage ou a la surface du sol sont plus sensibles a la

photolyse que ceux incorporés dans les sols (Tiryaki and Temur, 2010).

3 Impacts des pesticides
3.1 Impact des pesticides sur I'écosysteme du sol

L'application fréquente de diverses formes de pesticides pour augmenter le rendement
des cultures peut entrainer une contamination du sol. En plus de sa toxicité contre les insectes
et les mauvaises herbes ciblés ; elle agit également contre les insectes non ciblés et
bénéfiques, les plantes non ciblées et d'autres organismes tels que les oiseaux et les poissons
ainsi que les abeilles (Mishra et al., 2020). Le sol est une source primaire de contamination
par les pesticides dont la toxicité est supérieure a celle d'un autre écosystéme. Les pesticides
appliqués sur les champs agricoles sont directement déposeés sur le sol (Figure 9). Ils peuvent
y persister pendant quelques semaines a quelques années avec une toxicité élevee et ainsi
altérer les conditions physico-chimiques du sol (Kafaei et al., 2020). Par conséquent, cela peut
réduire la fertilitt du sol, la diversitt microbienne bénéfique et les propriétés
physicochimiques. Il peut aussi causer des dommages au niveau génomique aux organismes
hotes (Yu et al., 2020). Les pesticides hydrosolubles tels que les herbicides, les carbamates,
les fongicides et les insecticides organophosphorés contenus dans les sols pollués peuvent se
propager a l'écosystéme aquatique voisin par le biais d'activités d'altération naturelle telles
que le ruissellement et la lixiviation(Nie et al., 2020). Les pesticides étant des produits
chimiques susceptibles de modifier le pH du sol, cela entraine des changements radicaux dans
le biote du sol. Il en résulte une rupture massive du processus de cycle des nutriments du sol

en raison d'un manque de microbes bénéfiques tels que les microbes fixateurs d'azote, les
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microbes solubilisateurs de phosphate, et les microbes décomposeurs organiques (Fiorenza et
al., 2020).
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Figure 9: Les différentes sources et voies de contamination par les pesticides dans
I'environnement (Singh et al., 2023).

3.2 Impacts des pesticides sur I'écosystéeme aquatique

Les pesticides ne sont pas volontairement utilisés directement dans le systéme
aquatique. Néanmoins, plusieurs résultats de recherche indiquent que les écosystemes marins
ont éte gravement affectés par les pesticides et d'autres polluants chimiques (Tan et al., 2020).
La biotransformation des résidus de pesticides et des contaminants en créatures aquatiques est
possible par I'ingestion de proies, de particules de sediments et de détritus pollués par des
produits chimiques. Ces facteurs déterminent le taux de bioconcentration (Wang et al., 2020).
Des recherches ont trouvés le pesticide interdit DDT accumulés dans les organes de plusieurs
organismes aquatiques et cela grace a un bio-transfert tout au long de la chaine alimentaire
(Figure 10).

L'accumulation excessive de pesticides chez les étres vivants entraine une interruption
de I'absorption alimentaire, de la métabolisation et de I'évacuation. Ainsi, lorsque le pesticide
atteint le systeme aquatique a partir de sites terrestres, il se dissout initialement et s'accumule
sur de petites créatures telles que le plancton (phytoplancton et zooplancton) qui sont ingérés
par des poissons (Suanon et al., 2020).
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Figure 10: Evaluation du risque écotoxicologique des pesticides dans les écosystémes
aquatiques (Muhammad Bilal et al., 2019).

3.3 Impacts des pesticides sur la santé humaine

Outre les écosystemes du sol et de I'eau, les pesticides peuvent causer des probléemes
de santé directs et indirects chez I'nomme. L'exposition accidentelle (la personne qui
consomme des aliments contaminés par des pesticides) et fréquente (les agriculteurs) des
humains aux pesticides peut entrainer des problemes de santé aigus (a court terme) et
chroniques (persistant pendant plusieurs mois ou années)(Jiao et al., 2020). Les effets aigus
sur la santé, tels que les yeux irrités, les nausées, les épidémies, les gonflements, la cécité,
I'évanouissement, la diarrhée et méme la mort, peuvent survenir en fonction du volume
d'exposition aux pesticides. Les personnes qui ont manipulé les pesticides sans respecter les
procédures de sécurité appropriées sont plus vulnérables aux problémes de santé chroniques
tels que divers types de cancers, des naissances malformées, des défaillances partielles ou
complétes des systémes de reproduction, des maladies respiratoires, des anomalies du systéeme
neurologique, l'immunotoxicité et des perturbations du systéme endocrinien (Fantke and
Jolliet, 2016).Les effets sur la santé peuvent varier en fonction de I'dge, du volume et de
I'intervalle d'exposition aux pesticides. Parmi les différents groupes d'age, les nourrissons et
les jeunes sont plus sensibles aux pesticides que les adultes. Néanmoins, les agriculteurs, les
ouvriers agricoles et les opérateurs de pulvérisateurs de pesticides sont plus vulnérables car ils

sont en contact direct avec les différents types de pesticides.
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Figure 11: Voies et effets d'exposition aux pesticides sur la santé humaine (Sajjad et al.,
2021).

3.3.1 Effets aigus sur la santé humaine

Les effets aigus sur la santé sont plus fréquents chez les personnes qui utilisent des
pesticides. Lorsque les personnes sont exposées a des sites pollués par des pesticides et
ingérent des aliments ou de I'eau contaminés par des pesticides, elles sont confrontées a des
problémes de santé graves tels que des brlures de la peau, des irritations du nez et de la
gorge, des gonflements et des éruptions cutanées, ainsi que des vertiges, des nausées et des
diarrhées (Margni et al., 2002). Les personnes souffrant de problémes respiratoires comme
I'asthme sont plus vulnérables et doivent faire face a de graves impacts sur la santé, en
particulier lors de l'utilisation de pesticides tels que les carbamates, les organophosphates et
les pesticides pyréthroides(Nicolopoulou-Stamati et al., 2016).

Les symptdmes les plus courants des effets aigus des pesticides sur la santé sont
similaires a ceux d'un simple rhume ; par conséquent, un plus grand nombre d'effets des
pesticides sur la santé sont mal diagnostiqués et sous-déclarés. Ainsi, plusieurs probléemes de
santé liés aux pesticides ne sont méme pas identifiés par les médecins, et seuls les cas
d'empoisonnement aux pesticides recoivent une attention médicale et un traitement
(Karunamoorthi et al., 2012).

3.3.2 Effets chroniques sur la santé

Les personnes fréquemment exposées aux pesticides peuvent subir des effets
chroniques sur la santé, tels que différents types de cancer, des tumeurs, des dommages
réversibles ou irréversibles au cerveau et au systeme nerveux, des possibilités d'infertilité, des

problémes de reproduction, des dommages graves aux organes essentiels tels que les
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poumons, le foie, les reins, etc. L'identification des effets chroniques des pesticides sur la
santé est assez difficile car ils peuvent persister pendant plusieurs mois, voire une année. Les
médecins sont donc incapables de reconnaitre les probléemes de santé identifiés chez une
personne, qu'ils soient dus a la toxicité des pesticides ou a un autre probléme (Cole et al.,
2011).

4  Pesticide d’intérét: Imidaclopride
4.1 Description et propriétes physicochimiques

L'imidaclopride [1-[(6-chloro-3-pyridinyl)methyl]-N-nitro-2-imidazolidinimine] est le
premier insecticide néonicotinoide a avoir été approuvé a l'utilisation et reste le produit
commercial le plus important. 1l fut découvert en 1984 par des chimistes de Nihon Bayer
Agrochem qui étudiaient l'introduction d'un groupe 3-pyridylméthyle sur la structure de
I'nétérocycle nitrométhyléne (Shiokawa et al., 1986). C’est un insecticide néonicotinoide a
large spectre, dote d'une excellente activité systémique et de contact qui justifie son utilisation
sur de nombreuses cultures agricoles, gazons et plantes horticoles, ainsi que pour la lutte
contre les termites et les puces. Depuis la découverte de I'imidaclopride, plusieurs autres

analogues chimiques avec la fraction 6-chloro-3-pyridylméthyle ont été développés.

4.2 Activité nicotinique
4.2.1 Chez les insectes

L'activité insecticide des néonicotinoides est attribuée a des actions sur les récepteurs
nicotiniques post-synaptiques chez les insectes situés exclusivement dans le systeme nerveux
central. Chez ces derniers, de multiples sous-types de récepteurs nicotiniques ont été identifiés
qui expriment des propriétés physiologiques et pharmacologiques différentes (Gundelfinger
and Schulz, 2000). En ce qui concerne les néonicotinoides, il a été déterminé que
I'imidaclopride agit sur au moins trois sous-types pharmacologiquement distincts de
récepteurs nicotiniques chez la blatte (Buckingham et al., 1997).

Chez les insectes le traitement néonicotinoide produit une réponse biphasique,
consistant en une augmentation initiale de la fréquence des décharges spontanées suivie d'un
blocage complet de la propagation de I'influx nerveux (Schroeder and Flattum, 1984). Les
signes d'intoxication chez la blatte américaine (Periplaneta americana) apres exposition a
I'imidaclopride consistent en un frémissement abdominal non coordonne, une flexion des
ailes, des tremblements et des secousses violentes de tout le corps, suivide la mort (Schroeder
and Flattum, 1984).
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L'activite insecticide est considérablement renforcée par les synergistes qui inhibent la
dégradation oxydative (Liu and Casida, 1993), ce qui semble justifier l'inclusion d'un

synergiste dans les formulations commerciales.

4.2.2 Chez les mammiferes

Les tissus des mammiféres contiennent de nombreux sous-types de récepteurs
nicotiniques qui sont derivés de cing sous-unités homologues, dans des combinaisons
formées de neuf sous-unitésa, quatre sous-unites B,y, 6 et € (Tomizawa et al., 1999).

Chez les mammiferes, les récepteurs nicotiniques sont situés dans de nombreux tissus,
notamment les ganglions autonomes, les muscles squelettiques (jonction neuromusculaire),
la moelle épiniere et un certain nombre de régions du cerveau. Les différences dans les
propriétés de liaison aux divers sous-types de récepteurs contribuent largement a l'activité
beaucoup plus faible des néonicotinoides dans les tissus des vertébrés, par rapport aux tissus
des insectes (Yamamoto et al., 1998). La spécificité relative du récepteur nicotinique chez
les insectes est utilisée pour selectionner les composés a développer commercialement.

La toxicité aigué (definie par la puissance létale) de divers insecticides néonicotinoides
et analogues apparentés chez les mammiferes est le plus étroitement liée a la puissance au
niveau du sous-type de récepteur nicotinique oz, avec une relation décroissante rapportée
séquentiellement au niveau des récepteurs nicotiniques ou, P2, oz et ou(Tomizawa and
Casida, 1999).

Cependant, la toxicité aigué chez les mammiféres implique des actions complexes sur
de multiples sous-types de récepteurs, avec une spécificité relative du sous-type conférée par
des changements structurels minimes. En outre, les actions des néonicotinoides sur ces sous-
types de récepteurs impliquent une combinaison d'activités agonistes et antagonistes (Nagata
et al., 1998).

4.3 Meétabolisme et toxicocinétique
Il existe deux voies principales de métabolisation chez les mammiféres. La premiére
implique un clivage oxydatif en imidazolidine et en acide 6-chloronicotinique, avec la partie
imidazolidine étant excrétée dans l'urine. La fraction nicotinique est ensuite dégradée par
conjugaison au glutathion en un dérivé de l'acide mercapturique, puis en acide
méthylmercapto-nicotinique. Cette partie est également conjuguée a la glycine pour former
un conjugué d'acide hippurique qui sera excrété. La deuxieme voie importante de la

biotransformation de I'imidaclopride implique I'hydroxylation de la molécule intacte de

21



Chapitre | : Les pesticides

I'anneau imidazolidine, suivie de I'élimination de I'eau et de la formation d'un métabolite
insaturé.

L'imidaclopride est absorbée et largement distribué dans les organes dans I'heure qui
suit I'administration orale a des rats. L'autoradiographie du corps entier indique que
I'imidaclopride n'est pas distribuée dans les tissus adipeux, dans les tissus du systéme
nerveux central (SNC) ou dans les composants minéraux des os. Ces resultats indiquent un
faible potentiel d'accumulation et une faible pénétration de la barriére hémato-encéphalique,
du moins jusqu'a des doses de 20 mg/kg de poids corporel. Une faible pénétration de la
barriere  hémato-encéphalique a  également €té  rapportée avec  d'autres
néonicotinoides(Yamamoto et al., 1995). Cette propriété réduit leur acces aux récepteurs
nicotiniques du SNC, de sorte que des effets a mediation centrale ne sont pas attendus a de

faibles niveaux d'exposition.
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Chapitre 11 : Les métaux lourds

1. Introduction

En raison de leur toxicité chronique, de leur non-biodégradabilité et de leur
bioaccumulation dans Il'environnement, les métaux lourds sont des polluants
environnementaux extrémement nocifs (Valdés et al., 2014). lls peuvent étre transférés et bio-
amplifiés par les chaines alimentaires (Liu et al., 2018). Les schémas de bioaccumulation des
métaux lourds, tels que le mercure (Hg), I'arsenic (As), le nickel (Ni), le cobalt (Co), le cuivre
(Cu), le cadmium (Cd) et le Plomb (Pb), ont une influence significative sur la vie des
organismes vivants (Rahman and Singh, 2019); ainsi, les métaux lourds provenant de
différentes sources de contamination ont une influence négative sur le biote marin (Kahlon et

al., 2018), et sur la santé humaine (Figure 12).
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Figure 12: Les effets toxiques des métaux lourds sur la santé humaine (Zamora-Ledezma et
al., 2021).

Selon plusieurs études de recherche, la concentration de la bioaccumulation des
métaux lourds differe considérablement d'une espéce marine a l'autre. Les variations de leur
accumulation chez les organismes aquatiques sont probablement liées a leurs différents
milieux de vie, modes d'alimentation et niveaux trophiques (Liu et al., 2018 ; Rajeshkumar et
al., 2018).

2 Sources des métaux lourds

Les activités anthropiques sont les principaux facteurs de l'augmentation de la toxicité
environnementale due aux metaux lourds. Par contre, les sources naturelles comprennent les
débris de sol emportés par le vent, les incendies de forét, les éruptions volcaniques, les

processus biogéniques et le sel marin (Muhammad et al., 2011). Les causes anthropiques de la
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contamination par les métaux lourds comprennent les opérations miniéres, l'utilisation de
pesticides, d'engrais et d'herbicides, l'irrigation des champs de culture avec des eaux
industrielles et des eaux usées (Sarkar et al., 2018 ; Srivastava et al., 2018)(Figure 13). Les
niveaux de traces des métaux lourds dans les engrais sont des sources importantes de
contaminants de notre alimentation. La gestion inappropriée des déchets industriels, la
pollution routiére, l'utilisation du Pb comme antidétonant dans les carburants, les bombes
aérosols, la meétallurgie et la fonte, le rejet des eaux usées et des matériaux de construction
sont les pratiques anthropiques responsables de la contamination par les métaux lourds
(Srivastava et al., 2017).
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Figure 13: Principales sources de métaux lourds (Zamora-Ledezma et al., 2021).
3 Métal d’intérét 01: Cadmium
3.1 Généralités

Le cadmium (Cd) est un métal divalent, malléable, ductile et blanc argenté. La toxicité
aigué du Cd est rare de nos jours, mais la toxicité chronique peut survenir en raison d'une
protection inadéquate dans les industries manipulant des produits a base de Cd et dans les
situations ou la contamination de I'environnement entraine des niveaux élevés de Cd dans les
aliments (Patwa and Flora, 2020). Les concentrations élevées du Cd sont souvent associées a
des sources d'émissions industrielles telles que les exploitations miniéres et les fonderies. Ses
principales utilisations industrielles sont la galvanoplastie, les pigments et, en particulier, les

stabilisants de plastiques et les batteries rechargeables Ni-Cd?*.

L'exposition chronique au Cd est associée a plusieurs problemes de santé, notamment la

tératogénicite, la canceérogénicité, I'hépatotoxicite, la néphrotoxicité ainsi que des problémes
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d’infertilité. Ce métal lourd est éliminé tres lentement de I'organisme ; il peut y rester jusqu'a
15 & 30 ans selon les tissus. Une cigarette contient environ 1-2 ug Cd, et en moyenne environ

10% est inhalé pendant le tabagisme.
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Figure 14: Les différentes sources de contamination au cadmium (Jayant et al., 2022).

3.2 Toxicocinétique

Une fois absorbé, le Cd est rapidement éliminé du sang et se concentre dans divers
tissus, en particulier le foie et les reins, provoquant de nombreux changements métaboliques
et histologiques, des lésions membranaires ainsi que le déclenchement de I'apoptose. Divers
transporteurs d'ions métalliques divalents sont impliqués dans I'absorption du Cd, notamment
ZIP14, DMTL1 et ATP7A. Il a été rapporté que le Cd entrainait une plus forte expression de
ZIP14, DMTL1 et ATP7A autour des cellules épithéliales résorbables et de la lamina propria
dans le tissu du duodénum (Ohta and Ohba, 2020).1l est d'abord lié a I'albumine dans le
plasma sanguin, puis il est absorbé par les cellules sanguines. Le Cd est lié en partie a une
protéine de poids moléculaire élevé et en partie a une protéine de méme poids moléculaire que
la métallothionéine (MT). Le Cd lié a I'albumine dans le plasma est ensuite transporté vers le
foie ou le complexe subit une dégradation avec libération de Cd, qui induit a son tour la
synthése de la métallothionéine. Le complexe Cd-MT est absorbé par les tubules rénaux par
endocytose médiée par le transporteur ZIP8, suivie par la libération du Cd de la MT dans les
lysosomes des cellules tubulaires. Chez I'homme, la demi-vie du Cd dans les reins est estimée
a10-40 ans.
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3.3 Meécanismes d’action

L'exposition au Cd a un impact négatif sur le systeme immunitaire. A faibles doses,
cette exposition stimule la réponse immunitaire ; cependant, a des doses plus élevées, elle
supprime la réponse immunitaire. Elle peut également activer les macrophages, ce qui
entraine la sécrétion de divers médiateurs et cytokines intracellulaires tels que le monoxyde
d'azote (NO), le TNF-a, I'IL-1, I'lL-6, et d'autres amines vasoactives qui sont chimiotactiques
(Rikans and Yamano, 2000).

L'exposition au Cd a des niveaux relativement élevés et bas provoque respectivement
la nécrose et I'apoptose, ce qui suggére que le mode de mort cellulaire induit par le Cd dépend
du niveau d'exposition (Satoh et al., 2003). Le Cd peut imiter et interférer avec des éléments
essentiels perturbant les protéines (structurelles et antioxydantes), modifier les activités des
enzymes de phosphorylation oxydative et altérer I'expression des géenes, conduisant ainsi a

I'échec de la reproduction (Da Silva et al., 2020).

3.3.1 Stress oxydatif

L'augmentation du niveau de la peroxydation lipidique apres lI'administration du Cd
dans le foie, les reins, les testicules et le sang des rats a été impliquée dans divers dommages
et dysfonctionnements des organes (Casalino et al., 2002)(Figure 15). La production des
espéces réactives d’oxygene (ROS) a entrainé une augmentation de la réponse inflammatoire
dans les organes reproducteurs, notamment les testicules, les ovaires et le placenta. Le Cd
affecterait la libération d'acétylcholine (ACh) a la jonction neuromusculaire chez les
grenouilles et inhiberait I'activité de certaines enzymes dans le cerveau. Il est généralement
admis que les métaux désactivent la cholinestérase (ChE) en se liant & son site anionique,
empéchant ainsi I'ACh de se lier a la ChE et de se dégrader.Une diminution générale de
I'activité de la SOD, de la CAT, de la GPx et de I'acétylcholinestérase ainsi qu'une
augmentation des niveaux de malondialdehyde (MDA) aprés un traitement aux metaux lourds
ont également été observées, ce qui démontre que le Cd peut altérer la fonction et
l'ultrastructure du systeme nerveux central (SNC) par le stress oxydatif (Zhang et al.,
2009).Wang et al. (2019)a signalé que I'exposition au Cd des cellules de Leydig de souris
augmentait le niveau de ROS, ce qui entrainait I'activation des protéines liées a l'apoptose en

aval, telles que Caspase-3 et PARP.
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Figure 15: Mécanismes du stress oxydatif induit par le cadmium (Jayant et al., 2022).

3.4 Toxicité

Le Cd est un élément extrémement toxique. Chez I’homme une intoxication chronique
ou aigué peut entrainer des effets critiques sur divers organes notamment : les poumons, les
reins et méme les os. Ce métal est également cancérigene et délétere pour le processus de
reproduction provoquant des retards de croissance, la sterilité et des effets embryotoxiques.
L'exposition au Cd est souvent combinée a d'autres facteurs tels que la fumée de cigarette et la
pollution provenant des raffineries et des générateurs de combustibles fossiles ainsi qu’aux
pesticides. Une exposition prénatale entraine un risque accru de problémes émotionnels, et
peut egalement influencer la santé mentale de la génération suivante (Sioen et al., 2013). Des
études ont également montré que le Cd modifie les neurotransmetteurs impliqués dans la
régulation du niveau hypothalamique, altérant la sécrétion de I'normone gonadotrophine et
affectant la morphologie et la fonction des testicules et des ovaires (Lafuente, 2013).

3.4.1 Effets sur le systeme reproductif masculin

Des modifications testiculaires dues a la toxicité du Cd ont été observées dans divers
modeles animal a différents stades de croissance et de maturité. La pathogénicité testiculaire
induite par ce dernier comprend de graves hémorragies, cedémes, nécroses et atrophies, ainsi
gu'une réduction du nombre et de la mobilité des spermatozoides et une diminution des
concentrations de testostérone dans le plasma et les testicules(Figure 16). Fumer une cigarette
libére du Cd qui induit la production des ROS dans le plasma séminal, endommageant ainsi

diverses protéines, lipides et acides nucléiques, ce qui altere la morphologie des
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spermatozoides et provoque l'infertilité masculine. Une méta-analyse publiée suggere que la

teneur élevee en Cd dans le sperme est un facteur causal de I'infertilité (Zhang et al., 2019).

Les enzymes antioxydants jouent un réle trés important dans la régulation du niveau
du stress oxydatif, mais I'exposition au Cd réduit leur fonction soit en remplacant leur
cofacteur métallique, soit en diminuant leur synthese. Yang et al. (2019) ont rapporté que
I'exposition au Cd diminuait significativement la cascade de signalisation Nrf2/ARE dans les
cellules de Leydig de souris, qui est une voie de signalisation clé pour la synthese de ces
enzymes. Li et al. (2019) ont rapporté que l'exposition au Cd augmente la testostérone a la
puberté, en plus des niveaux de gonadotrophines, y compris la LH et la FSH. Ces
changements hormonaux ont été corrélés avec le dysfonctionnement reproductif masculin
induit par les métaux. Il a été suggeré que le testicule des mammiféres était plus sensible que
d'autres organes en raison de sa vascularisation unique, et le systeme vasculaire est en effet
une cible majeure de la toxicité du Cd. Outre un systéme vasculaire unique, il existe d'autres
facteurs, tels que des différences génétiques, qui rendent les testicules plus sensibles aux

dommages causés par I'exposition au Cd.
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Figure 16: Effets de la toxicité du cadmium sur l'activité fonctionnelle d'un organe
reproducteur male (Waseem Ali et al., 2022).

3.4.2 Effets sur le systéeme reproductif féminin

L'exposition au Cd est associée a diverses complications reproductives chez la femme,
notamment une altération de la stéroidogenése, des lésions placentaires, un retard de la
puberté, des troubles du cycle menstruel, une altération des hormones reproductives, des

naissances prématurées et une réduction du poids a la naissance (Ali et al., 2023). L'étude
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préclinique suggere que l'exposition au Cd pendant la periode de gestation a empéché
I'implantation ou a provoqué une diminution des sites d'implantation, un plus grand nombre
de résorptions, un plus petit nombre de feetus, et donc une incidence moindre de la grossesse.
Pendant la grossesse, le Cd peut cibler le placenta et I'utérus pour exercer ses effets toxiques
et diminue I'implantation, et peut-étre l'activité anormale des enzymes liees a I'implantation :

la cathepsine-D et la phosphatase alcaline (Jacobo-Estrada et al., 2017).

De nouvelles donnees suggerent que le Cdagit comme perturbateur endocrinien sur
I'nypophyse, I'ovaire et le placenta (Hernandez-Rodriguez et al., 2021). Récemment, Xiong et
al. (2021)ont signalé qu’une exposition au Cd réduisait I'expression de la protéine VEGF-A
(un indicateur clé de l'angiogenése) et du récepteur de la progestérone dans les trophoblastes
placentaires. En outre, I'exposition au Cd a réduit de maniére significative le niveau de
progestérone, diminue l'expression de la progestérone synthase clé (StAR, CYP11Al) et
active la réponse au stress mitochondrial et la signalisation GCN-2/p-elF2a dans les
trophoblastes placentaires(Figure 17).
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Figure 17: Le Cd en tant que perturbateur endocrinien (Qu et al., 2022).
3.4.3 Toxicité sur le développement
Des études menées par Samuel et al. (2011) suggérent que le traitement gestationnel
au Cdinduit une toxicité ovarienne en perturbant I'histo-architecture ovarienne et prolonge le
cycle cestral avec un retard pubertaire et un dysfonctionnement reproductif par 1'augmentation

du stress oxydatif. L'embryogenése commence par la fécondation d'un ovule par un
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spermatozoide, plusieurs voies moléculaires clés sont impliquées, notamment Fgf, Hedgehog,

Wnt, TGFp et Notch, parmi les plus importantes (Valet et al., 2022).

Le SNC (Systéme nerveux centrale) des nouveau-nes est trés sensible aux métaux
lourds. L'exposition au Cd pendant la gestation et au début de la période postnatale peut étre
plus toxique pour le SNC en développement en raison de I'absence d'une BHE (barriere
hémato-encéphalique) fonctionnelle, une prolifération cellulaire intense, la différenciation et
la synaptogenese (Ortega et al., 2021). En outre, le Cd peut perturber les composants
structurels de la BHE en causant des lésions aux cellules endothéliales, gliales et épithéliales,
ainsi que perturbation de la formation des jonctions lacunaires. En outre, le Cd augmente le
Ca’®* intracellulaire dans les neurones et peut provoquer la mort neuronale. Le Cd provoque
une tératogenicité en raison de l'augmentation du stress oxydatif et de I'activation des voies

apoptotiques (Dasharathy et al., 2022).

Il est bien connu que le Cd est transféré de la maman au feetus au cours des trois
premieres semaines suivant la naissance, une exposition pendant la grossesse et I'allaitement a
des effets critiques sur le poids et le cerveau du bébé. La charge toxique accrue de Cdapres
une exposition précoce au cours du développement (c'est-a-dire in utero et pendant la période
de lactation) peut endommager les enzymes de biotransformation hépatique de la génération
F1 en fonction du sexe (Robinson et al., 2011).

4 Métald’intérét02 :Plomb
4.1 Généralités

Le plomb (Pb) est le polluant environnemental le plus toxique, et sa dispersion ne
cesse d’augmenter dans l'environnement en raison de l'utilisation extensive de produits
contenant du Pb, notamment les batteries, les peintures, les pigments et le plastique (Turner
and Filella, 2021). Les symptomes les plus courants de l'intoxication aigué au Pb sont les
suivants : douleurs abdominales, nausees, vomissements, diarrhée, faiblesse musculaire et
constipation. L’intoxication chronique affecte plusieurs organes en fonction de I'accumulation
du Pb. Les tissus mous sont plus sensibles en raison d'une accumulation plus importante.Les
plus sensibles au Pb sont les nourrissons, les enfants et les femmes enceintes(Kabamba and
Tuakuila, 2020).

Les recherches axées sur la toxicité reproductive induite par le Pb sur la base d'études
épidémiologiques ont montré une corrélation entre l'infertilité masculine et I'exposition

professionnelle au Pb(Chen et al., 2012). Il peut causer des dommages aux cellules de Leydig,
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aux spermatogonies, a la vésicule séminale et a I'épididyme du testicule(llieva et
al,.2020).Une augmentation du Pb dans le sang peut réduire le volume et la densité du
sperme. En outre, I'analyse du sperme suggére que le niveau élevé de Pb dans le sperme
pourrait induire diverses anomalies dans les spermatozoides, y compris des défauts au niveau
de la téte ou de la queue des spermatozoides, de la motilité des spermatozoides et des
dommages a I'ADN (Zhang et al., 2014).

4.2 Toxicocinétique

Les études de toxico-cinétiques suggerent que l'absorption de Pb chez I'homme se
produit principalement par inhalation et ingestion. Les enfants ont un taux d'absorption du Pb
plus élevé que les adultes. Selon des rapports antérieurs, les enfants absorbent de30 % a 50 %
de Pb par voie gastro-intestinale, alors que les adultes n‘absorbent que 5 % a 10 %(Sridevi
Sangeetha and Umamaheswari, 2020).Le transporteur de métaux divalents 1 (DMT1) régule
son absorption intestinale. Ce transporteur joue également un réle dans I'absorption du Pb par
la BHE, le placenta et les ovocytes chez I'homme. Une étude in vitro a remarqué que les
fibroblastes de reins embryonnaires humain (cellules HEK293) sur-exprimant DMT1 et
montraient également une absorption plus élevée de Pb que les cellules HEK293 sans une

surexpression de DMT1 (Bannon et al., 2002).

Le Pb se répartit dans plusieurs compartiments de I'organisme, chacun ayant une demi-
vie différente. Lorsque le Pb pénétre dans la circulation sanguine, il se fixe sur les globules
rouges (GR) et a une demi-vie d'environ 25 jours (Leal et al., 2023). Le Pb traverse
facilement le placenta, exposant ainsi le feetus en développement et son systeéme nerveux. Il
est également stocké dans les muscles, ou il a une demi-vie plus longue d'environ 40
jours(Collin et al., 2022).

Les besoins en calcium des enfants sont plus élevés que ceux des adultes et cela est en
partie a cause de la croissance rapide des os. Le plomb se substitue facilement au calcium et
est stocké dans les os, avec une demi-vie dans est d'environ 20 ans (Ciosek et al., 2021).
Toutefois, si le renouvellement des os est accru, le Pb est donc mobilisé dans le sang a partir
de ces derniers.

Le GSH, la mitochondrie et 3-ALAD jouent un role essentiel dans la toxico-cinétique
du Pb. Le Pb inorganique n'est pas métabolisé par le foie, il ne se lie quau GSH et aux
molécules de thiol ; cependant, le Pb organique peut étre métabolisé en Pb
inorganique(Balali-Mood et al., 2021). L'élimination rénale est la principale voie
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d'élimination du Pb de lI'organisme, les autres voies telles que la sueur, la salive, les cheveux

et les ongles étant par comparaison négligeables (Jayant et al., 2022).

4.3 Meécanismes d’action
4.3.1 Mimer un métal essentiel : Ca®*

La toxicité du Pb est largement due a sa capacité a imiter le calcium et a le remplacer
dans de nombreux processus cellulaires fondamentaux qui dépendent du calcium. Il peut
traverser la membrane cellulaire par divers mécanismes qui ne sont pas clairement élucidés.
Le transport du Pb & travers la membrane érythrocytaire est assuré par I'échangeur d'anions
dans un sens et par la pompe Ca-ATPase dans l'autre. Dans d'autres tissus, le Pb traverse la
membrane cellulaire par lI'intermédiaire de canaux calciques dépendants du voltage ou d'autres

types de canaux calciques (Fang et al., 2021).

Une fois a l'intérieur de la cellule, le Pb occupe les sites de fixation du calcium sur de
nombreuses protéines dépendantes du Ca®*, dont il modifie les fonctions. Le Pb se lie & la
calmoduline, une protéine qui agit comme un capteur du flux de calcium libre au niveau du
terminal synaptique et comme un médiateur de la libération des neurotransmetteurs. En outre,
il modifie le fonctionnement de I'enzyme PKC, une protéine pratiguement omniprésente, qui
joue un ro6le crucial dans de nombreuses fonctions physiologiques.La kinase C est
normalement activée par des modulateurs exogenes a la cellule (hormones,
neurotransmetteurs, etc.) par l'intermédiaire d'une chaine enzymatique de maniére dépendante
du calcium. Outre de nombreuses autres fonctions, la kinase activée affecte directement

I'expression des "génes de reponse immediate”(Niu et al., 2023).

Le Pb a une grande affinité pour les sites typiques de liaison au calcium de cette
protéine et des concentrations picomolaires de Pb peuvent remplacer des concentrations
micromolaires de calcium. Dans des systemes cellulaires modéles, il a été démontré que le Pb
peut stimuler I'expression génique par des mécanismes médiés par la PKC et il est postulé que
cet effet peut étre corrélé avec des altérations du fonctionnement synaptique(Rahimova et al.,
2020).

4.3.2 Stress oxydatif

Le stress oxydatif est un mécanisme moléculaire clé suggéré pour la sub-fertilité
induite par le Pb chez les hommes et les femmes. L'accumulation de Pb dans les organes
reproducteurs entraine une production excessive de ROS. De nature trés réactive, les ROS
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interagissent avec divers lipides, protéines et acides nucléiques dans les cellules et alterent

leurs fonctions physiologiques, voire méme les rendant inactives.

La production excessive de ROS aboutit a la peroxydation lipidique de la membrane
cellulaire, entrainant ainsi une production excessive de MDA hautement toxique dans les
organes reproducteurs (Jamil et al., 2020). En outre, la production excessive de ROS affecte
négativement la qualité du sperme et provoque une déformation de la morphologie des
spermatozoides, une diminution de leur nombre dans I'éjaculat, une diminution de leur
mobilité et une réduction de la capacité de pénétration de I'ovocyte. Les effets déléteres de
I'exces de ROS peuvent finalement aboutir a la nécrose cellulaire. Les complications de la
grossesse, telles que I'avortement spontané, et les pertes de grossesse récurrentes, peuvent
également se développer en reponse a la production excessive de ROS chez les
femmes(Hussain et al., 2021) (Figure 18).
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Figure 18: L’effet du plomb sur la génération du stress oxydatif (Furtak et al., 2022).

4.4 Toxicité
4.4.1 Systeme reproductif masculin

Le retard de la puberté masculine a été associés ades niveaux élevés de plomb dans le
sang (Williams et al., 2010). Une étude menée par Anjum et al. (2011) indiquait que des rats
adultes exposés au Pb via I'eau potable présentaient une diminution significative du nombre
de spermatozoides épididymaires, des spermatozoides mobiles et de la production de
spermatozoides viables. Cela indique une diminution de la production de spermatozoides et
une détérioration de la qualité du sperme. Une diminution significative du niveau du
testostérone sérique a également été observée chez les rats, indiquant une diminution de la

stéroidogenése, ce qui entraine une suppression de la reproduction (Anjum et al., 2011).
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L'acétylation et la succinylation de la lysine sont des modifications post-
traductionnelles omniprésentes chez les eucaryotes et jouent un réle important dans divers
processus cellulaires, notamment la transcription des génes, le métabolisme cellulaire et la
réponse aux lésions de I'ADN. Les fonctions anormales de ces modifications post-
traductionnelles sont associées a une altération de la spermatogenese. Il a été rapporté que
I'exposition au Pb inhibe l'acétylation et la succinylation de la lysine au cours de la
spermatogénese dans les testicules de la souris, ce qui provoque un empéchement du
remplacement des protéines de transition dans les spermatozoides en cours d'élongation
(Yang et al., 2020) (Figure 19).
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Figure 19: Mécanismes proposés pour la toxicité reproductive induite par le plomb (Jayant et
al., 2022).

4.4.2 Systeme reproductif féeminin

Il a été rapporté que l'exposition au Pb diminuait de maniére significative la
concentration d'estradiol et diminuait également I'expression genique de la protéine qui est
spécifiqguement impliquée dans la stéroidogénese ovarienne (He et al., 2020). 1l a également
été observé que l'exposition au Pb augmentait I'apoptose cellulaire et provoquait des
changements significatifs dans I'expression des genes impliqués dans la mort cellulaire dans
I'ovaire. L'augmentation du stress oxydatif dans les organes reproducteurs pendant
I'exposition au Pb peut également modifier les changements hormonaux ou altérer les
différentes voies de régulation. Des études in vitro et in vivo suggérent que I'exposition au Pb
a augmenté de maniere significative le niveau de ROS dans les organes reproducteurs

féminins et a également diminué le niveau d'enzymes antioxydantes.
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Jiang et al. (2021)a rapporté que l'exposition au Pb chez des souris femelles
augmentait de maniere significative les niveaux de ROS, diminuait les niveaux de glutathion
et causait des dommages structurels aux mitochondries et au réticulum endoplasmique dans
les ovaires des souris. En outre, I'augmentation du stress oxydatif dans les ovocytes active la

voie Nrf2/Keapl et nuit & la maturation des ovocytes et a la fecondation.

4.4.3 Toxicité sur le développement

Des preuves considérables suggérent que 1’expositions prénatales et postnatales au Pb
peut induire des toxicités développementales chez les nourrissons (Wang et al., 2009). Le Pb
se dépose dans le placenta, et signalé comme étant plus élevé chez les femmes exposées
professionnellement que chez les femmes non exposées. Pendant la grossesse, la majeure
partie du Pb atteignant le foetus est mobilisé a partir du squelette maternel, absorbée par le
tractus gastro-intestinal et transférée a travers le placenta. De faibles niveaux de Pb dans le
liguide amniotique sont signalés, mais par contre les niveaux de Pb dans le sang du cordon
sont estimés a environ 85% des niveaux de plomb dans le sang maternel (Khanam et al.,
2021). Bien que des avortements précoces dus a de faibles expositions au Pb aient été
signalés, leur mécanisme exact n'est pas clair. Toutefois, des rapports font état d'études
indépendantes démontrant des effets génotoxiques via des lésions de I'ADN, un déséquilibre
hormonal chez les males et les femelles et des effets tératogénes directs. En outre, I'exposition
au Pb provoquerait une elévation de la pression artérielle chez les femmes enceintes. Il existe
une corrélation directe avec les effets vasculaires sur le placenta, qui peuvent constituer un

facteur de risque pour la mére et le foetus (Figure 20).
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Figure 20: Mécanismes possibles de la neurotoxicité développementale induite par le plomb
(Jayant et al., 2022).
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Chapitre 111 : Physiopathologie cellulaire - exemple : Mécanismes du stress oxydatif

1 Introduction
1.1 Especes réactives de I'oxygene (ERO)

Les especes réactives de I'oxygéne (ERO) est un terme couramment utilisé en biologie
et en médecine. Ce terme peut étre défini comme des especes réactives contenant de
I'oxygene. Le mot ROS est considéré comme un terme collectif qui comprend le superoxyde
(0,%), le peroxyde d'hydrogéne (H,0.), le radical hydroxyle (sOH), I'oxygéne singulet (*O,),
le radical peroxyle (ROQ?®), le radical alkoxyle (RO®), I'hydroperoxyde lipidique (LOOH), le
peroxynitrite (ONOQ"), I'acide hypochloreux (HOCI) et I'ozone (O3) (Li et al., 2016). Les
ROS sont des sous-produits des processus métaboliques cellulaires normaux nécessaires a la
production d'énergie pour les processus vitaux (Snezhkina et al., 2019). Ils sont produits dans
les réactions catalysées par la chaine de transport d'électrons, la NAD(P)H oxydase et d'autres
oxydases spécialisées, et sont un sous-produit inévitable de nombreuses réactions d'oxydo-
réduction. Cependant, la quantité de ROS produite dans une cellule dans des conditions
normales est relativement faible. En tant que tels, les ROS peuvent servir de molécules de
signalisation pour réguler les processus biologiques et physiologiques (Schieber et al., 2014).
Des preuves récentes suggeérent également les ROS comme d'importants régulateurs
physiologiques des voies de signalisation intracellulaires (Barvitenko et al., 2021).

Pendant la normoxie, il existe un équilibre stable entre les ROS et les antioxydants
cellulaires. Cependant, une surproduction de ROS dans les espaces intra- ou extracellulaires
peut se produire en raison de l'exposition a des xénobiotiques et a d'autres facteurs
environnementaux tel que les pesticides et les métaux lourds, ce qui peut entrainer un
dysfonctionnement cellulaire et I'apoptose (Ullah et al., 2021). Les ROS sont capables
d'endommager les biomolécules, ce qui entraine des lésions cellulaires et tissulaires
(Martemucci et al., 2022). Les antioxydants réagissent avec les ROS et les RNS pour
neutraliser ou interrompre la réaction en chaine avant que les molécules clés de I'organisme ne
soient affectées (Pisoschi et al., 2021). Les principaux mécanismes enzymatiques de défense
antioxydante sont constitués de différentes formes de superoxyde dismutases (SOD), de
catalase (CAT) et de glutathion peroxydases (GPX). On pense que les SOD constituent une
premiére ligne de défense contre les radicaux oxygéneés, en particulier I'anion superoxyde
(02*) qui est le principal ROS produit par la respiration mitochondriale et diverses réactions
métaboliques. Les SOD éliminent les anions superoxydes potentiellement dangereux des

systéemes biologiques en les convertissant en H,O,, tandis que la CAT, présente dans les
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peroxysomes, catalyse la conversion de deux molécules de H,O; en O; et en deux molécules
de H,O (Lismont et al., 2019). L'antioxydant intracellulaire le plus abondant, le glutathion
(GSH), participe a la protection des cellules contre le stress oxydatif (Shi et al., 2015).
Toutefois, I'exposition aux pesticides semble étre associée a une augmentation significative
des ROS et a l'induction d'un stress oxydatif, au-dela de ce que le systéme antioxydant

cellulaire intrinseque peut réduire a des niveaux physiologiques normaux (Figure 21).
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Figure 21: Représentation schématique des voies de signalisation impliquées dans le stress
oxydatif induits par les pesticides (Mittal et al., 2014).

1.2 Especes réactives de I'azote (RNS)

Les espéces azotées réactives (RNS) appartiennent a une famille de groupements
azotés étroitement associés a l'oxygene (Alhasawi et al., 2019). L'interaction entre le
monoxyde d'azote (NO) produit de maniére exogéne et endogéne et les oxydants tels que le
peroxyde d'hydrogéne (H,0,), l'anion superoxyde (O,*) et des réducteurs tels que I'hydrure
de lithium et d'aluminium donne généralement naissance aux RNS (Krasuska et al.,2023). Les
RNS peuvent étre classés comme des composés dérivés de I'oxyde nitrique, y compris I'anion
nitroxyle (NO") (dérivé de la réduction de - NO), le cation nitrosonium (NO™), les oxydes
d'azote supérieurs (NO,, N,Oy, etc.), les S-nitrosothiols (RSNO) et les complexes dinitrosyl-

fer (Pérez de la Lastra et al., 2022). Le NO est un messager intracellulaire omniprésent qui
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régule les fonctions physiologiques, y compris les activités neuronales et cardiovasculaires.
Cependant, dans des conditions pathologiques, le NO peut devenir nocif en raison de sa forte
réactivité avec d'autres radicaux libres, tels que I'O,” (Di Meo and Venditti, 2020). NO™ est
créé lors de I'élimination d'un électron de *NO, il peut réagir avec des centres nucléophiles,
produisant des composés nitrosés. Les halogénures de nitrosyle sont libérés lorsque *NO
réagit avec le fluor, le chlore ou le brome (Alhasawi et al., 2019). Bien que les RNS jouent un
role essentiel dans de nombreux processus biologiques tels que la régulation physiologique
des cellules musculaires lisses, des cardiomyocytes, des plaquettes et des cellules nerveuses et
juxtaglomérulaires, ils sont nocifs pour les cellules s'ils sont produits et présents en quantités

excessives (Pérez de la Lastra et al., 2022).

Les RNS ont des propriétés pléiotropiques sur les cibles cellulaires, y compris des
effets méme aprés des modifications post-traductionnelles et I'interaction des cibles avec les
ROS (Cerezo-Magana et al., 2020). Ces effets sont probablement dus a des niveaux accrus de
RNS réagissant avec différentes biomolécules telles que les lipides, les bases de I'ADN et de
I'ARN, les cofacteurs meétalliques et les protéines. L'interaction du RNS avec divers
composants cellulaires entraine des anomalies cellulaires, des lésions et la mort des cellules

par I'induction d'un stress nitrosatif.

Le stress nitrosatif peut se produire lorsque le NO ou des especes apparentées sont
induits lors de I'exposition a certains facteurs xénobiotiques tels que les pesticides et les
métaux lourds, ce qui entraine la nitrosylation des cystéines thiols critiques des protéines (S-
nitrosylation) et des métallocofacteurs des protéines (Figure 22). La nitrosylation est I'ajout
d'un groupe nitroso (*NO) a un centre d'ion métallique actif ou au thiol d'une protéine(Li et
al., 2016).
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Figure 22: Représentation schématique des voies de signalisation impliquées dans la
signalisation des especes réactives de I'azote (RNS) et le stress oxydatif induits par les
pesticides (Mittal et al., 2014).

2 Propriétes de certains radicaux libres
2.1 lon superoxyde (0O2)

L’ion superoxyde est le plus important des ROS répandus, formé par processus
enzymatique via la réaction d'auto-oxydation et par réaction non enzymatique de transfert
d'électrons dans laquelle un électron est transféré a I'oxygéne moléculaire (Dumanovi¢ et al.,
2021). 1l est principalement produit dans les mitochondries et sa réactivité avec les
biomolécules est faible. Les enzymes qui peuvent produire du superoxyde comprennent la
xanthine oxydase, la lipooxygénase, la cyclooxygénase et I'oxydase dépendante du NADPH
(Martemucci et al., 2022 ; Napolitano et al., 2022). 1l peut exister sous deux formes telles que
I'O,” ou le radical hydroperoxyle (HO,) a faible pH (Nimal et al., 2022). Le radical
hydroperoxyle est la forme la plus importante et peut facilement pénétrer dans la bicouche
phospholipidique que la forme chargée (O,7). Au pH physiologique, la forme la plus
fréquente est le superoxyde. Il peut agir comme agent réducteur et réduire les complexes de
fer tels que le cytochrome-c et I'acide ferrique-éthyléne-diamine-tétra-acétique (Fe*-EDTA),
dans lequel le Fe*? est réduit en Fe*>. 1l peut également agir comme agent oxydant et oxyder

I'acide ascorbique et le tocophérol.

42



Chapitre 111 : Physiopathologie cellulaire - exemple : Mécanismes du stress oxydatif

0;+e” — 0%

0, + Fe™ — Fe™ + 03 (auto-oxidation)

Le radical superoxyde réagit avec un autre radical superoxyde dans une réaction de
dismutation (Eqg. 1), dans laquelle un radical est oxydé en oxygéne et l'autre est réduit en
peroxyde d'hydrogene (Costa et al., 2021).

CuZnMn-S0D

0>+ 037 +2H:0 Ha02 + Oy (1)

2.2 Radical hydroxyle (OH)

Le radical hydroxyle est la forme neutre de I'ion hydroxyde, c’est un radical libre trés
réactif (Wang and Wang, 2020). Il peut réagir fortement avec les molécules organiques et
inorganiques, y compris I'ADN, les protéines, les lipides et les hydrates de carbone, et causer
de graves dommages aux cellules, plus que n'importe quel autre ROS (Wang and Wang,
2020). 1l se forme dans une réaction de Fenton (Eq. 2), dans laquelle H,O, réagit avec des
ions métalliques (Fe*? ou Cu*), souvent liés en complexe avec différentes protéines telles que
la ferritine (une protéine intracellulaire qui stocke le fer) et la céruloplasmine (protéine
plasmatique porteuse de cuivre) ou d'autres molécules. Dans des conditions de stress, un
exces d'O, libére le fer libre de la ferritine, le fer libre libéré participe a la réaction de Fenton
pour former des OH. Il est également formé par la réaction entre le radical superoxyde et

H,0O; dans une réaction appelée réaction de Haber-Weiss (Eq. 3).

Fe™> + H:0, — Fe™ + OH®
L OH™ (Fenton reaction ) (2)

[};‘ L HyOy — O, + OH*
L (OH™ (Haber-Weilss reaction ) (3}

2.3 Peroxyde d’hydrogéne H,O;

Le peroxyde d'hydrogene se forme in vivo dans une réaction de dismutation catalysée
par I'enzyme superoxyde dismutase (SOD) (Eg. 1). Il ne s'agit pas d'un radical libre, mais il
peut endommager la cellule a une concentration relativement faible, par contre a des niveaux
plus élevés il peut inactiver les enzymes cellulaires productrices d'énergie telles que la
glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase de par sa capacité de pénétrer facilement les
membranes biologiques. Le H,O, n’a pas d'effet direct sur 'ADN mais peut I'endommager en

produisant le radical hydroxyle (OH) en présence d'ions métalliques de transition (Juan et
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al.,2021). Les principales enzymes antioxydantes capables d'éliminer le H,O, sont la catalase,
la glutathion peroxydase et les peroxiredoxines (Sharapov et al., 2021 ; Powers et al., 2022).
2.4 Oxygéne singulet (*O,)

Il s'agit d'un état électroniquement trés excité et méta-stable de I'oxygéne moléculaire
(Lyle et al., 2021). Lors de l'activation, I'oxygéne moléculaire est excité a I'état Ay, puis &
I'état supérieur singulet 1eg. Le premier état excité ‘A, posséde deux électrons de spins
opposés dans la méme orbitale 7, tandis que le second état excité 1eg, possede un électron
dans chaque orbitale =~ dégénérée avec des spins opposés (Li and Li, 2021). L'étatlAg est
extrémement réactif, comparé aux autres états excités électroniqguement (Zhang et al., 2021).
Il est produit in vivo par l'activation des neutrophiles (Eg. 4) et des éosinophiles
(Michaeloudes et al., 2022). Il est également formé par certaines réactions enzymatiques
catalysées par des enzymes telles que les lipoxygénases, les dioxygenases et la
lactoperoxydase (Mandal, 2022). C'est un agent oxydant trés puissant qui peut endommager
I'ADN (Jomova et al., 2023)et les tissus (Nakane, 2020).

HOCI + Ha0p — '0n + H20 + CI° (4)

2.5 Peroxynitrite (OONQ) et autres especes réactives de I'azote

Le peroxynitrite (OONO") est formé par la réaction entre I'0,” et le NO". Il est
hautement toxique (Zhao et al., 2021) et peut réagir directement avec le CO, pour former
d'autres nitroso-peroxo carboxylates hautement réactifs (ONOOCO?) ou de Iacide
peroxynitreux (ONOOH). L'ONOOH subit ensuite une homolyse pour former a la fois OH et
NO; ou se réarrange pour former NOs. L'OONO™ peut oxyder les lipides, les résidus de
méthionine, de tyrosine dans les protéines et 'ADN pour former de la nitroguanine
(Martemucci et al., 2022). Les résidus de nitrotyrosine sont considérés comme des marqueurs
des dommages cellulaires induits par les peroxynitrites (Andrés et al., 2022).

Le NO réagit avec 1'0, et I'eau pour former des ions nitrate et nitrite. L'oxydation de
NO par un électron produit le cation nitrosonium (NO, ), tandis que la réduction par un

électron produit I'anion nitroxyl (NO"). Ces deux ions peuvent réagir avec le NO et former du
N,O et du OH'. Le NO' peut réagir avec une variété de radicaux tels que H,O, et HOCI pour

former N,Os, NO* et NO*(Andrabi et al., 2023).
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3 Sources de radicaux libres

Les ROS peuvent étre produits a partir de sources endogenes ou exogenes. Les sources
endogenes de ROS comprennent différents organites cellulaires tels que les mitochondries, les
peroxysomes et le réticulum endoplasmique ou la consommation d'oxygéne est élevée (Konno
etal., 2021).
3.1 Mitochondries

La plupart des ROS intracellulaires proviennent des mitochondries (Figure 23). Les
radicaux superoxydes sont produits dans deux sites principaux de la chaine de transport des
électrons, a savoir le complexe | (NADH déshydrogénase) et le complexe 1l (ubiquinone
cytochrome c réductase). Le transfert d'électrons du complexe | ou Il au coenzyme Q ou a
I'ubiquinone (Q) aboutit a la formation de la forme réduite du coenzyme Q (QH). La forme

réduite QH, régénére la coenzyme Q via un anion semi-quinone intermédiaire instable ‘Q

dans le cycle Q. Le ‘Q formé transfere immédiatement des électrons a I'oxygéne moléculaire,
ce qui conduit a la formation du radical superoxyde. La génération de superoxyde n'est pas

enzymatique donc plus le taux metabolique est elevé, plus la production de ROS est
importante (Napolitano etal., 2021).

Intermembrane space [ Cyte

Inner . " / | \\

- -y 03 e -
mitochondrial = Q \ = = s
- = = _,___f—"? - = = =
membrane K |- - & 5 3 2
- o = = -
s
Matrix

[
h“"f .
[
{

Figure 23: Production de ROS mitochondriales (Phaniendra et al., 2015).
L'anion superoxyde est transformé en peroxyde d'hydrogene par l'action de la

superoxyde dismutase mitochondriale (MnSOD). Le H,0, peut étre détoxifié par la catalase
(CAT) et la glutathion peroxydase (GPx).
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Les autres composants mitochondriaux qui contribuent a la formation de ROS
comprennent la monoamino oxydase, I'a-ketoglutarae déshydrogénase, le glycérol phosphate
déshydrogénase et le p66shc (Beygi et al., 2021).

La p66Shc est un membre important de la famille des protéines ShcA, qui contient
deux autres protéines, la p46Shc et la p52 Shc. La p66Shc des mammiféres est une isoforme
de 66 kDa de la protéine adaptatrice du facteur de croissance impliquée dans I'apoptose. Elle
intervient dans la production de ROS dans les mitochondries. La majeure partie de la p66Shc
est située dans le cytoplasme, une petite fraction étant localisée dans I'espace inter-
membranaire des mitochondries. En cas de stress oxydatif, p66Shc se déplace vers I'espace
inter-membranaire mitochondrial, ou il s'associe au cytochrome c, induisant ainsi la
production de ROS (Su etal., 2023).

3.2 Peroxysomes
Dans les peroxysomes, la voie respiratoire implique le transfert d'électrons de divers

métabolites vers I'oxygene, ce qui conduit a la formation de H,O, (Lismont et al., 2019)mais
n'est pas couplée a la phosphorylation oxydative pour produire de I'ATP ; I'énergie libre est
plutét libérée sous forme de chaleur. Les autres radicaux libres produits dans les peroxysomes
comprennent H,O,, O,” OH' et NO'. La [-oxydation des acides gras est le principal processus
métabolique produisant du H,O, dans les peroxysomes. Comme indiqué ailleurs, il a été
démontré que les différentes enzymes peroxysomales telles que les acyl-CoA oxydases, la D-
amino-acide oxydase, la L-a-hydroxy-oxydase, l'urate oxydase, la xanthine oxydase, la D-

aspartate oxydase produisent différents ROS (Dogan et al., 2022).

3.3 Reticulum endoplasmique

Les enzymes du réticulum endoplasmique, telles que les cytochromes p-450 et b5 et la
diamine oxydase contribuent a la formation des ROS (Lee et al., 2022). Une autre enzyme
importante qui est la thiol oxydase et Eroplp catalyse le transfert d'électrons des dithiols vers
I'oxygéne moléculaire, ce qui entraine la formation de H,O, (Ponnampalam et al., 2022).

Les autres sources endogénes des ROS comprennent la synthése des prostaglandines,
l'auto-oxydation de I'adrénaline, les cellules phagocytaires, la réduction de la riboflavine, du
FMNH,, du FADH,, du cytochrome P450, [I'activation des cellules immunitaires,
I'inflammation, le stress mental, I'exercice excessif, I'infection, le cancer, le vieillissement et
I'ischémie (Li et al., 2022).
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4  Cibles moléculaires des radicaux libres

Lorsqu'il y a un déséquilibre entre la production de radicaux libres (ROS/RNS) et les
antioxydantes, les premiers sont produits en plus grandes concentrations, ce qui entraine un
stress oxydatif et un stress nitrosatif. Comme ces radicaux libres sont tres réactifs, ils peuvent
endommager les trois classes importantes de molécules biologiques, notamment les acides

nucléiques, les protéines et les lipides (Singh et al.,2019 ; Nemmiche, 2017).

4.1 Acide désoxyribonucléique (ADN)
Les ROS/RNS peuvent tous deux endommager les acides nucléiques par oxydation.

L'ADN mitochondrial est plus vulnérable a I'attaque des ROS que I'ADN nucléaire, car il est
situé a proximité du lieu ou les ROS sont générés. Les ROS, en particulier le radical OH’,

réagit directement avec tous les composants de I'ADN tels que les bases puriques et
pyrimidiques, le squelette du sucre désoxyribose (Huang et al., 2020) et provoque un certain

nombre d'altérations, y compris des cassures simple et double brin dans I'ADN. Le radical
OHabsorbe des atomes d'hydrogene pour produire un certain nombre de purines modifiées
ainsi que des sous-produits de la base pyrimidine et des liaisons transversales ADN-protéines.
L'attaque de la pyrimidine par le radical OH produit différents adduits pyrimidiniques tels que
la thymine glycol, l'uracile glycol, la 5-hydroxydésoxyuridine, la 5-hydroxydésoxycytidine,
I'nydantoine et d'autres encore.

Les adduits puriques formés par l'attaque du radical hydroxyle comprennent la 8-
hydroxydéoxy guanosine, la 8-hydroxydéoxy adénosine, la 2,6-diamino-4-hydroxy-5-
formamidopyrimidine. Les autres adduits des bases de I'ADN induits par les radicaux libres
comprennent le 5-formyluracile, la cytosine glycolée, la 5,6-dihydrothyronine, la 5-hydroxy-6
hydro-cytosine, la 5-hydroxy-6-hydro uracile, l'uracile glycolée et l'alloxan (Shadfar et al.,
2023). Les principaux produits d'addition de la partie sucre de I'ADN induits par les radicaux
libres comprennent l'acide glycolique, le 2-désoxytétrodialdose, I'érythrose, la lactone de
I'acide 2-désoxypentonique, le 2-désoxypentose-4-ulose (Shadfar et al., 2023). La 8-hydroxy-
désoxyguanosine (8-OHdG) est considérée comme le biomarqueur des dommages oxydatifs
de I'ADN et est impliquée dans la mutagenese, la cancérogenese et le vieillissement. Les
niveaux de 8-OHdG sont plus élevés dans I'ADN mitochondrial que dans I'ADN nucléaire
(Tryfidou et al.,2020).

D'autre part, le RNS, et plus particulierement le peroxynitrite (OONQO"), interagit avec la
guanine pour produire des lésions nitratives et oxydatives de I'ADN telles que la 8-

nitroguanine et la 8-oxodéoxyguanosine (Chaudhary et al., 2023). La 8-nitroguanine formée
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est instable et peut étre spontanément éliminée, ce qui entraine la formation d'un site
purinique (Andrés et al., 2023). Inversement, l'adénine peut étre appariée a la 8-nitroguanine
pendant la synthése de I'ADN, ce qui entraine une transversion G-T (Kino et al.,2020). En
conséquence, la 8-nitroguanine est une lésion mutagene de I'ADN impliquée dans la

cancéerogenese.
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Figure 24: La production des ROS et ses consequences, notamment les lésions de I'ADN,
I'arrét du cycle cellulaire, I'altération de I'apoptose et les lésions de la membrane cellulaire
(Sarfraz et al., 2020).

4.2 Acide ribonucleique

Les ROS peuvent attaquer différents ARN produits dans I'organisme. L'ARN est plus
sujet aux dommages oxydatifs que I'ADN, en raison de sa nature monocaténaire, de I'absence
de mécanisme de réparation actif pour I'ARN oxydé, d'une protection moindre par les
protéines que I'ADN et, surtout, parce que ces ARN cytoplasmiques sont situés a proximité
des mitochondries, ou des charges de ROS sont produites. En effet, 'ARN est soumis a
davantage de dommages oxydatifs que I'ADN chez I'nomme (Kowalska et al., 2020). La 7, 8-
dihydro-8-oxoguanosine (8-0xoG) est le produit de dégradation de I'ARN le plus étudié et ses
niveaux sont élevés dans diverses conditions pathologiques comme la maladie d'Alzheimer, la

maladie de Parkinson, l'athérosclérose, I'némochromatose et les myopathies (Liu et al., 2021).
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4.3 Lipides

Les lipides membranaires, en particulier les résidus d'acides gras polyinsaturés des
phospholipides, sont plus sensibles a I'oxydation par les radicaux libres (Hajieva. et al., 2023).
La peroxydation des lipides est trés importante in vivo en raison de son implication dans
diverses conditions pathologiques. Elle entraine une perte de fonctionnement des membranes,
par exemple une diminution de la fluidité, I'inactivation des enzymes et des récepteurs liés a la
membrane (Su et al., 2019).

La peroxydation des lipides est déclenchée lorsqu'un radical libre attaque et préléve
I'nydrogéne d'un groupe méthyléne (CH;) dans un acide gras (LH), ce qui entraine la
formation d'un radical lipidique centré sur le carbone (L°). Le radical lipidique peut réagir
avec I'oxygene moléculaire pour former un radical peroxyle lipidique (LOO"). Ce dernier subit
un réarrangement via une réaction de cyclisation pour former des endoperoxydes, qui forment
finalement le malondialdéhyde (MDA) et le 4-hydroxyl nonenal (4-HNA), les produits finaux
toxiques de la peroxydation lipidique qui endommagent I'ADN et les protéines (Martemucci
etal., 2022).

Ces radicaux peroxyles lipidiques peuvent propager le processus de peroxydation en
prélevant des atomes d'hydrogéne sur les autres molécules lipidiques. Les isoprostanes
(substances semblables aux prostaglandines produites dans I'organisme par I'estérification de
I'acide arachidonique) constituent le produit important de la peroxydation lipidique de I'acide
arachidonique et sont considérés comme les responsables des dommages lipidiques oxydatifs
(Mas-Bargues etal., 2021).

Injury

sor UMM,

§'Cap \/\/’\Jr\/ 3'A

/ Guanosine 5cpy N~ ¥

ST
8-hydroxyguanosine
Q
FNH
N
Ok P~NM;
H—X W

Figure 25: Les mécanismes de dommages oxydatifs de 'ARN (Zhe et al., 2020).

49



Chapitre 111 : Physiopathologie cellulaire - exemple : Mécanismes du stress oxydatif

4.4 Protéines

L'oxydation des protéines peut étre induite par des espéces radicalaires telles que O,
OH, peroxyl, alkoxyl, hydroperoxyl ainsi que par des espéces non radicalaires telles que
H,0,, O3, HOCI, oxygene singulet, OONO™ (Demirci-Cekic et al., 2022). Les ROS oxydent
différents acides aminés présents dans les protéines, provoquant la formation de liaisons
transversales protéine-protéine, entrainant la dénaturation et la perte de fonctionnement des
protéines, la perte d'activité enzymatique, la perte de fonction des récepteurs et des protéines
de transport (Fuentes-Lemus et al., 2021).

Les acides aminés contenant du soufre, tels que la méthionine et la cystéine, sont plus
sensibles a I'oxydation par les ROS et sont convertis en disulfures et en méthionine sulfoxyde,
respectivement (Miller and Schmidt, 2020). Cependant, dans les systemes biologiques, seules
ces deux formes oxydées de protéines peuvent étre reconverties en leur forme native par deux
enzymes différentes, a savoir les disulfures réductases et les méthionine sulfoxyde réductases,
respectivement (Garcia-Caparros et al., 2021).

Les dommages oxydatifs induits par les ROS sur les résidus d'acides aminés tels que la
lysine, la proline, la thréonine et I'arginine produisent des dérivés carbonylés. La présence de
groupes carbonyles dans les protéines a été considérée comme le marqueur de I'oxydation des
protéines par les ROS (Zhu et al., 2023). Les autres marqueurs spécifiques de I'oxydation des
protéines sont I'O-tyrosine (marqueur du radical hydroxyle) et la 3-nitrotyrosine (marqueur du
RNS). Une augmentation des niveaux de carbonyles protéiques est observée dans un certain
nombre de conditions pathologiques telles que la maladie d'Alzheimer, la maladie de
Parkinson, la dystrophie musculaire, la cataractogenése, l'arthrite rhumatoide, le diabéte,

I'athérosclérose, et le vieillissement (Zahra et al., 2021 ; George et al., 2022 )

5 Lesantioxidants (AOX)

Etant donné que les radicaux libres sont produits dans I'organisme peuvent causer des
dommages oxydatifs sur les bio-macromolécules telles que les lipides, les protéines et I'ADN,
I'importance des AOX est que ces molécules retardent ou préviennent ces dommages en
piégeant les especes réactives ne peut pas étre sous-estimée.

Les AOX peuvent avoir différentes fonctions cela dépend du type d'espéces
radicalaires produites et de la molécule cible protégée (Demirci-Cekic et al., 2022). Les AOX
peuvent réduire le risque du développement de maladies dégénératives en contrebalancant un
exces d'especes réactives, ils sont vitaux pour la santé humaine (Nimal et al., 2022). En outre,

I'apport d’AOX provenant de sources exogeénes est trés important car les oxydants dans
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I'organisme peuvent augmenter dans diverses conditions pathologiques. Si certains AOX
peuvent étre synthétisés naturellement dans l'organisme, d'autres sont absorbés par la
nutrition.

Parmi les différentes classes d'’AOX, on peut citer les AOX enzymatiques tels que la
SOD, la CAT et la glutathion peroxydase, les AOX hydrophiles tels que l'urate, I'ascorbate, le
glutathion et les flavonoides, et les AOX lipophiles tels que les tocophérols, les caroténoides
et l'ubiquinol (Mavridi-Printezi et al., 2023).

Les AOX peuvent étre classés en AOX primaires ou secondaires en fonction de leur
mécanisme d'action. Les AOX primaires piegent les espéces radicalaires par transfert
d'atomes d'H ou d'électrons, tandis que les AOX secondaires inactivent les catalyseurs pro-

oxydants.

5.1 Les antioxydants enzymatiques

SOD, CAT, GPx sont les enzymes AOX les plus connues. Comme elles ont une
grande affinité pour les ROS, elles fournissent une protection plus efficace en cas de stress
oxydatif (Demirci-Cekic et al.,2022).

5.1.1 Superoxyde dusmutase (SOD)

La SOD appartient a la famille des enzymes protéiques classées dans la classification
mondiale EC 1.15.1.1. C’est une métalloenzyme, elle est 1'une des AOX enzymatiques les
plus efficaces que I'on trouve dans tous les compartiments subcellulaires et elle agit comme
un agent protecteur contre les effets toxiques de grandes quantités de ROS (Kesawat et al.,
2023). La SOD catalyse la décomposition du superoxyde en oxygene et en peroxyde
d'hydrogéne. Selon leurs cofacteurs métalliques, il existe trois types d'enzymes SOD dans le
corps humain : la CuZn-SOD cytosolique, la Mn-SOD mitochondriale et la Fe-SOD. Elle aide
a prévenir la formation de radicaux hydroxyles catalysée par les métaux de transition
(Dumanovi¢ et al., 2021).

5.1.2 Catalase

Il s'agit d'une enzyme antioxydante qui a la nomination systématique (EC, 1.11.1.6).
La catalase est une enzyme a groupe hémique-tétrameérique qui participea la détoxification du
H,0, produit dans les peroxysomes par les oxydases impliquées dans divers événements
cataboliques (Baker et al., 2023). Elle catalyse la réaction de décomposition du peroxyde

d'hydrogene en produits non toxiques que sont I'eau et I'oxygéne via la réaction :

Catalase
2H202 -_— 2H20 + 02

51



Chapitre 111 : Physiopathologie cellulaire - exemple : Mécanismes du stress oxydatif

Cette enzyme, qui peut décomposer environ 6 millions de molecules de H,O, par
minute, a pratiquement le taux de renouvellement le plus élevé (Takio et al.,2020). En outre,
il a également été signalé que la CAT était efficace sur certains composés toxiques par le biais
d'une réaction peroxydative(Chu et al., 2023).

Les catalases (hydroperoxydases) ont été largement étudiées jusqu'a présent, avec plus
de 300 types, a savoir les catalases monofonctionnelles, les catalases bi-fonctionnelles et les
catalases contenant du manganese (Demirci-Cekic et al., 2022).

5.1.3 Glutathion réductase (GR)

La glutathion réductase, que I'on trouve généralement dans les chloroplastes joue un
role important dans le cycle ascorbate-glutathion. Cette enzyme catalyse la réaction de
réduction du glutathion, un AOX de faible masse moléculaire, et joue un réle dans de
nombreux événements métaboliques. Comme le montre la figure 26, la glutathion réductase
ne joue pas seulement un réle dans la réduction du glutathion, mais protége également le

cycle ascorbate-glutathion et agit comme un piégeur de ROS (Hasanuzzaman et al., 2019).

ASA

GSSG

GSH

Reductase

NAD(P)H NADP*

Figure 26: I’implication du glutathion réductase dans les cycles d'oxydoréduction cellulaires
(Chang et al., 2021).

5.1.4 Glutathion S-transférase

L'enzyme glutathion-S-transférase catalyse principalement la réaction du tri-peptide
glutathion avec des substrats xénobiotiques électrophiles. En outre, elle est impliquée dans la
conversion de substances toxiques telles que I'hydroxy-peroxyde et les pesticides en
métabolites non toxiques dans I'noméostasie hormonale(Vaskova et al., 2023).

5.2 Les antioxydants non-enzymatiques
5.2.1 Acide ascorbique

L'acide ascorbique est un AOX soluble dans I'eau largement disponible dans les
plantes ; c'est un piégeur de radicaux et un agent réducteur tres efficace en milieu aqueux
(Capanoglu et al., 2020). L'une des taches importantes de la vitamine C est d'empécher la

formation de composés N-nitroses dans l'estomac et de favoriser la formation de collagene.
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C'est pourquoi elle a un effet protecteur contre diverses maladies, y compris le cancer (Lbban
etal., 2023).

La vitamine C peut également agir comme piégeur direct de ROS et comme recycleur
d'a-tocophérol, qui joue un réle important contre la peroxydation des lipides. De plus, elle est
importante pour la prévention des maladies neurodégénératives en raison de son réle dans le
transport de médicaments qui ne peuvent pas traverser la barriere hémato-encéphalique
(Kumar et al., 2022). En outre, la littérature indique que la conjugaison de ligands de
liposomes avec de I'acide ascorbique (c'est-a-dire le systéme de libération de disulfure d'acide
ascorbique et de thiamine) peut étre une stratégie efficace pour améliorer la capacité de
libération des médicaments du systeme nerveux central dans le cerveau (Alexander et al.,
2019).

5.2.2 Gluthation (GSH)

Le GSH est un antioxydant hydrosoluble de faible masse moléculaire. Le GSH permet
la réduction des hydroperoxydes par certaines hydroperoxines et GPx, jouant ainsi un role
important dans le systéme de défense cellulaire (Jomova et al., 2023). A la fin de la réaction,
certaines réactions catalysées par la glutathion-S-transférase sont observées et le GSH est
oxydé en une forme GSSG. Le GSH peut étre oxydé de maniere réversible en GSSG
(disulfure de glutathion) sous I'action d'oxydants et de radicaux libres (Chai et al., 2023).

Il existe un équilibre délicat entre les formes sulfhydryle et disulfure du glutathion, qui
jouent un rdle protecteur dans I'noméostasie redox cellulaire, appelée "homéostasie
dynamique thiol/disulfure”, et le rapport entre les formes réduites et oxydées du glutathion
(GSH/GSSG) est considéré comme un indicateur de bien-étre important pour la santé
humaine (Ulrich and Jakob, 2019 ; Nemmiche, 2017). L'homéostasie redox est généralement
considérée comme un équilibre dynamique entre les électrophiles et les nucléophiles afin de
maintenir un état d'équilibre redox optimal (Sies, 2021). En général, les biothiols antioxydants
peuvent réagir avec les radicaux libres tout en étant oxydés en radicaux thiyles (RS) et
exercer un effet protecteur en empéchant la cellule cible d'étre endommageée, I'effet dépendant
de la réactivité des RS" formés(Apak, (2019).

5.2.3 Proline

La proline est connue comme un inhibiteur de la mort cellulaire programmée (PCD).
C'est pourquoi, elle est considérée comme un puissant AOX qui réduit le stress oxydatif. De
plus, il a été prouvé dans des études scientifiques que la proline est un piégeur de radicaux
hydroxyles (Huynh et al., 2020).
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5.2.4 Tocophérol

La vitamine E existe sous huit formes différentes, quatre tocophérols et quatre
tocotriénols, dont la forme essentiellement utilisée est I'a-tocophérol: a, B, vy, et 3-tocophérol ;
a, B, v, et d-tocotrienol. L’a-tocophérol est le plus efficace d'entre eux (Figure 27), la raison
en est le groupe -OH attaché au carbone numéro 6 de sa structure (Yang et al., 2020). L'atome
H du groupe "‘OH dans lI'anneau chromanol peut étre donné a un radical libre, donnant lieu a
un électron non apparié délocalisé et stabilisé ; le radical de vitamine E qui en résulte est
cinétiguement inerte de maniére a mettre fin a la réaction en chaine de la peroxydation
lipidique (Gulcini., 2020).

La vitamine E est un AOX liposoluble qui brise la chaine en raison de sa capacité de
réaction contre les radicaux peroxydes lipidiques, et empéche ce radical de réagir avec un
nouvel AGPI. La radicale de la vitamine E, qui participe a la défense contre la peroxydation
des lipides, est converti en vitamine E par la vitamine C a l'interface eau-lipide (Bayram and
Decker, 2023), ce qui permet la régénération de la vitamine E par la vitamine C grace a des
potentiels redox favorables. Un autre réle important de la vitamine E est d'empécher la
formation de composés N-nitrosés dans I'estomac, ce qui a un effet protecteur contre diverses
maladies (Richa et al., 2022). Ainsi, la vitamine E peut agir a la fois comme piégeur direct de
radicaux et comme AOX en régulant diverses enzymes telles que la SOD, la CAT et la GPx
(Demirci-Cekic et al., 2022).

5a

Figure 27: Structure chimique de 1'a-tocophérol (Arai and Kono, 2021).

5.2.5 Caroténoides

Les caroténoides sont des AOX ayant de fortes propriétés, ils sont divisés en deux
groupes principaux : (i) les caroténes (ii) les xanthophylles. Ces deux groupes different I'un de
l'autre par leur structure chimique. Alors que le premier groupe contient du carbone et de
I'nydrogéne dans sa structure, les composés du second groupe contiennent au moins un atome
d'oxygeéne (Saini et al., 2022). Ce groupe contient des AOX solubles dans les lipides, et son
autre role important est de former la vitamine A par clivage enzymatique dans I'organisme

(Blaner et al., 2021). 1l existe plus de 600 caroténoides dans la nature, dont le plus abondant
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est le B-caroténe que I'on trouve dans les fruits orange et jaunes et dans les léegumes a feuilles
vertes. Des études ont également prouvé que les caroténoides peuvent piéger le *O, (Singh
and Sambyal, 2022).
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1 Objectif de I’expérimentation

L’objectif du présent travail est de déterminer si une exposition séparément ou
combiné aux métaux lourds (cadmium et plomb) et au pesticide imidaclopride pouvait avoir
un effet additif, synergique ou antagoniste et ainsi évaluer leurs effets toxicologiques sur

I’organisme.

2 Choix des animaux et conditions d’expérimentation

Dans nos études nous avons choisi des rats albinosméles de souche Wistar provenant
de I’Institut Pasteur (Alger). Des rats males agés de deux mois pesant 80 + 5g ont été utilisés
dans les expériences, aprés une période d’adaptation sous conditions contrdlés avec un cycle
d'éclairage (12 h/12 h) et une température (25 £ 2°C), et un régime alimentaire sous forme de
granulés (SIM Sanders, Algérie) et de I'eau ad libitum. Les rats sont élevés dans des cages sur

une litiere constituée de copeaux de bois. Un nettoyage tous les 2 jours a été requis.

3 Dispositif expérimental
3.1 Premiére Expérimentation
Au cours de la premiere expérimentation, des lots de rats sont traités au chlorure de

cadmium et d’acétate de plomb par voie intraveineuse pendant 15 jours. Vingt rats Wistar ont

été répartis au hasard en quatre groupes de cing rats chacun.

e Groupe 1 (T): C’est un groupe témoin ayant recu une solution saline physiologique
stérile ;

e Groupe 2 (Cd) : Groupe traité avec 2 mg Cd/kg de poids corporel/jour;

e Groupe 3 (Pb) : Groupe traité par 2 mg Pb/kg de poids corporel/jour;

e Grouped (Cd+Pb) : Il a recu une dose combinée de 2 mg Cd et de 2 mg Pb/kg de poids

corporel/jour.

3.2 Deuxieme Expérimentation
Au cours de la deuxiéme expérimentation, des lots de rats sont traités au chlorure de
cadmium et d’imidaclopride par voie intrapéritonéale pendant 15 jours. Vingt rats Wistar ont

été répartis au hasard en quatre groupes de cinq rats chacun.
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e Groupe 1 (T) :Groupe témoin ayant recu des injections de solution saline
physiologique stérile ;

e Groupe 2 (Cd) :Ce groupe a regu un traitement de 5 mg Cd/kg de poids corporel/jour;

e Groupe 3 (IMI) :Groupe traité avec 20 mg imidaclopride/kg de poids corporel/jour ;

e Groupe 4 (Cd+IMI) : Ce groupea recu une dose combinée de 5 mg de chlorure de

cadmium et de 20 mg de pesticide imidaclopride/kg de poids corporel/jour.

Les animaux ont été soumis a un contr6le quotidien, durant toute la durée de

I’expérimentions de I’état comportementale afin de détecter un état de stress ou d’anxiété.

Aprés une période d'exposition de 15 jours, les rats des groupes expérimentaux ont été
sacrifiés sous anesthésie avec une solution de chloral a 10% (3ml/Kg de poids corporel).lls
ont éte traités conformément aux lignes directrices relatives aux soins des animaux de

laboratoire.

4  Prélévement des organes et préparation de I’homogénat

Le sang est prélevé tout de suite, aprés dissection de 1’abdomen par une ponction de
I’aorte abdominale, dans des tubes EDTA (Ethylene Diamine Tetra-acetic Acid), le plasma est
récupéreé aprés centrifugation du sang total a 1600 x g et conservé a -20°C jusqu’a son

utilisation.

Les organes (cerveau, foie et rein) ont été immédiatement préleves puis rincés dans
une solution saline tamponnée glacée (20 mM Tris-HCI, 14 mM NaCl, pH 7.4), pesés et
ensuite divisés en plusieurs parties dans la méme solution et homogénéisés (10 % p/v).
L’homogénat obtenu et le plasma ont été utilisés pour le dosage des marqueurs biochimiques

et les aliquotes d’'homogénat ont été conservées pour le dosage des autres parametres.

5 Techniques analytiques
5.1 Dosage des paramétres biochimiques et hématologiques

Les paramétres hématologiques (hématocrite, hémoglobine, globules rouges et
globules blancs) et les oligoéléments (Fe?*, Ca** et Mg?*) ont été analysés par destechniques

standards.

5.1.1 Dosage des parametres hématologiques
Le sang a été prélevé dans des flacons d'échantillonnage EDTA et les parametres

hématologiques ont été analysés a l'aide d'un analyseur hématologique automatique.
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5.1.2 Dosage des oligoéléments (Fe**, Ca*" et Mg®")
Tous les oligoéléments mentionnés & savoir Fe?*, Ca** et Mg*ont été effectuées a

I'aide d'un analyseur biochimique automatisé.

5.2 Dosage des activités des transaminases sériques (ALAT, ASAT)
L’activit¢ de l'alanine amino-transférase (ALAT) et de l'aspartate amino-transférase
(ASAT) ont été utilisees comme marqueurs biochimiques des premiers stades des lésions

hépatiques aigués.

L’ALAT est une transaminase connue sous le nom de glutamate-pyruvate-
transaminase (GTP), elle catalyse le transfert réversible d’un groupement amine a partir de

I’alanine au a-cétoglutarate formant ainsi le glutamate et le pyruvate selon la réaction :

Alanine + o-Cétoglutarate ~——==~~— Clutamate + Pyruvate
. MDH ;
Pyruvate + NADHH' — lLactate + NAD"

Quant a I’ASAT, c’est une transaminase connue sous le nom de glutamate oxalo-
acetate- transaminase (GOT), elle catalyse le transfert réversible d’un groupement amine a
partir de D’aspartate au a-cétoglutarate formant le glutamate et I’oxaloacétate selon la

réaction :

Aspartate + a-Cétoglutarate —=>*— Glutamate + Oxaloacétate

Oxaloacétate + NADHH' —2H—s Malate + NAD'

L’activit¢ de ces transaminases a ¢été déterminée selon une méthode enzymatique
colorimétrique a I'aide d'un kit ChronoLab® (Suisse) et est mesurée a une longueur d’onde de
I’ordre de 505 nm.

5.3 Marqueurs des lésions rénales
Un kit commercial de BioassaySystems (QuantiChromTM, USA) a été utilisé pour mesurer

les taux d'urée et de créatinine.
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5.3.1 Dosage de I’acide urique

L'urée est principalement produite par le foie et sécrétée par les reins. L'urée est le
principal produit final du catabolisme des protéines chez les animaux. C'est le principal
vecteur d'élimination de I'ammoniac toxique de lI'organisme. La molécule d’urée réagit avec le
diacetylmonooxine en présence des ions Fe** pour donner un complexe coloré, cette réaction

est quantifiée par spectrophotométrie a 520 nm.

5.3.2 Dosage de la créatinine

La créatinine est synthétisée dans l'organisme a un rythme relativement constant a
partir de la créatine, qui est produite lors des contractions musculaires a partir de la créatine
phosphate. Dans le sang, la créatinine est éliminée par filtration a travers les glomérules du
rein et est sécrétée dans l'urine. La technique selon la méthode Jaffe(Jaffe, 1986) améliorée
utilise du picrate qui forme un complexe coloré rouge avec la créatinine. L'intensité de la
couleur mesurée a 510 nm, est directement proportionnelle a la concentration de créatinine
dans I'échantillon. La formulation optimisée reduit considérablement l'interférence des

substances présentes dans I'échantillon brut.

5.4 Détermination de l'activité de la 6-aminolévulinate déshydratase (6-ALAD)
L'enzyme d-aminolévulinate  déshydratase (3-ALA-D), également appelée
porphobilinogene synthase, est une enzyme cytosolique contenant du sulfhydryle qui catalyse
la condensation de deux molécules d'acide aminolévulinique (ALA) afin de former du
porphobilinogéne, qui est le précurseur de I'héme, des cytochromes et des cobalamines, selon

la réaction :

? ? COOH
|
HO—C—CH,CHy,—C—CH,—NH, HOOC| CH,
g ALA dehydratase H,C CHp
(PBG synthase) '
? @ ] |
HO—C—CH,CH,—C—CH,—NH, H,C—L_
[N
8-aminolevulinic acid, ALA N2 H

porphobilinogen, PBG

L'activité de I'ALAD a été déterminée selon la procédure de Fujita (1999). Les
échantillons ont été incubés avec de l'acide 6 aminolévulinique (3-ALA) a 37°C pendant 60
minutes et centrifugés. Le surnageant a été incubé avec le réactif d'Ehrlich. L'absorbance a été

enregistrée a 555 nm.
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5.5 Evaluation de I’activité des enzymes antioxydants
5.5.1 Dosage des protéines totales au niveau tissulaire

Le taux des protéines tissulaires a été quantifié selon la méthode colorimétrique de
Bradford (1976). Cette méthode utilise le Bleu Brillant de coomassie (BBC) comme réactif et
I’albumine de sérum de beeuf (BSA) comme standard. Le BBC réagit avec les groupements
amines (-NH,) des protéines ainsi un complexe de couleur bleue se forme. Cette apparition
refléte le degré d’ionisation du milieu acide et I’intensité établit la concentration des protéines

qui est mesurée par spectrophotométrie a 595nm.

5.5.2 Dosage de ’activité de la catalase
L'activité de la catalase a été déterminée par la méthode d'Aebi (1984). La catalase est
I'une des enzymes antioxydantes les plus importantes. Elle est présente dans presque tous les

organismes aérobies.

La catalase decompose deux molécules de peroxyde d'hydrogéne (H,O,) en une

molécule d'oxygene (O,) et deux molécules d'eau (O,) selon la réaction :

Catalase

2H,0, > 2H,0 + 0,

La réaction est mesurée a 240 nm dans un tampon phosphate (50 mM, pH 7,0) contenant
10 mM H,0,. L’unité d'activité catalase est définie comme la quantité d'enzyme nécessaire
pour décomposer 1mol de H,O, en 1 min. L'activité a été calculée en utilisant le coefficient
d'extinction de H,0, (¢ = 0,0394 mM™ cm™).

5.5.3 Activité de la superoxyde dismutase (SOD)

Les superoxydes dismutases (SOD) sont un groupe d'enzymes qui catalysent la
dismutation des radicaux superoxydes (O,) en oxygéne moléculaire (O,) et en peroxyde
d'’hydrogéne (H,O,), assurant ainsi la défense cellulaire contre les especes réactives de

I'oxygéne.

La méthode de Spitz et Oberley (2001) a été utilisée pour mesurer l'activité de la SOD
dans les homogénats de tissus. A 560 nm, l'anion superoxyde produit par la réaction de la
xanthine oxydase a été utilisé pour mesurer le taux de réduction du nitro-bleutétrazolium
(NBT) en bleu de formazan. L’unité d'activité SOD est définie comme la quantité d'enzyme
qui inhibe la réduction de 50 % du NBT.
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5.6 Parametres de stress oxydatif
5.6.1 Determination de la teneur en glutathion réduit (GSH)

La teneur en GSH a été évaluée par la méthode d'Akerboom et Sies (1981). Le
protocole pour le GSH total était le suivant : pour un volume final d’un (01) mL, 730 pL de
tampon phosphate de potassium 0.1 M (pH 7.0) contenant 1 mM d'EDTA, 50 pL de 4 mg/ml
de NADPH dans 0.5% de NaHCO;3; et 20 uL de 1.5 mg/ml de 5,5-dithiobis (acide 2-
nitrobenzoique) (DTNB) (Sigma) dans 0.5% de NaHCO3; ont été ajoutés. La réaction a été
déclenchée par I'ajout de 6 unités de GSH réductase. L'absorbance a été mesurée pendant 1

min & 412 nm, & une température de 25°C, et la teneur est exprimée en nmol.mg™ protéine.

5.6.2 Dosage du glutathionréductase(GR)

L'activité de la GR a été mesurée selon la méthode décrite par Carlberg et Mannervik
(1975). Cette méthode est basee sur la mesure de l'absorbance décroissante résultant de
I'oxydation du NADPH liée a la réduction du glutathion oxydé (GSSG) a 340 nm. Le
protocole eétait le suivant: 500 pL tampon phosphate de potassium (0.2 mM, pH 7,
comprenant 2 mM d'EDTA), 50 uL GSSG a 20 mM, 50 uL NADPH a 2 mM sont ajoutés a
I’échantillon puis le volume final complété a 1 ml. Une unité enzymatique a été definie

comme l'oxydation de 1 pmol de NADPH par minute dans les conditions de I'essai.

5.6.3 Dosage du malondialdéhyde (MDA)

Le MDA a été déterminé par spectrophotométrie a 532 nm selon la méthode décrite
par Ohkawa et al. (1979).Brievement, une aliquote de 200 uL d'homogénat de sérum ou de
tissu (10%, w/v) a été mélangée soigneusement avec une solution aqueuse d'acide
thiobarbiturique et chauffée a 95 'C pendant 30 min dans un bain-marie. La suspension est
ensuite refroidie a température ambiante, centrifugée a 4000 r/min pendant 10 minutes, et le
surnageant coloré en rose a été prélevé pour une mesure spectrophotométrique a 532 nm. La
concentration de MDA a été calculée par le coefficient d'absorbance du complexe MDA-TBA
(coefficient d'extinction moléculaire = 1,56 x 105 M™ cm™).La teneur a été exprimée en pmol
MDAmg™Hb ou umol MDA g™poids de tissu.

5.6.4 Dosage du gluthation peroxydase (GPx)

L'activité GPx a été dosée par la méthode de Paglia et Valentine (1967) avec des
modifications selon Lawrence et Burke (1978). Le mélange réactionnel contenait 50 mM de
tampon phosphate de potassium (pH 7.0), 10 mM GSH, 2 mM NADPH et 1 mM de sodium

azide. La réaction a été initiée par l'addition du peroxyde d’hydrogéne a 5 mM. L'activité
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enzymatique a été estimée a partir du taux d'oxydation du NADPH, et est exprimée en umol™

mg™ de protéines.

5.6.5 Dosage des carbonyles protéiques

Les dommages oxydatifs des protéines ont été mesurés selon la méthode de Levine et
al. (1990) par la quantification des groupes carbonyles baseée sur la réaction avec la
dinitrophénylhydrazine (DNPH). Briévement, les protéines ont été précipitées par I'ajout de
20% d'acide trichloracétique et re-dissoutes dans la DNPH. L'absorbance a été déterminée par

spectrophotométrie & 370 nm et la teneur est exprimée en nmol carbonylesmg™ protéines.

6 Analyse statistique

Les résultats ont été exprimés en moyenne + SD. Une analyse de variance a un seul
facteur de classification (ANOVA) et une comparaison de moyennes sont effectués par le
logiciel SPSS version 23. Les statistiques ont été considérées comme significatives pour les

valeurs avec p< 0,05.
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Expérimentation 01: Effets du Cadmium (Cd) et du Plomb (Pb)
séparément ou en combinaison sur le rat Wistar.

1.1 Effets du Cd et du Pb séparément ou en combinaison sur les parametres
hématologiques, biochimique et les activités enzymatiques antioxydantes

Les résultats des parametres hématologiques sont présentés dans la Figure 28. Une
réduction significative (p< 0.001) du nombre de globules rouges(GR), de la teneur en
hémoglobine (Hb) et du taux d’hématocrite (Ht) a été enregistrée pour les deux groupes traités
au Pb, Cd et Pb+Cd par rapport au groupe témoin, tandis que le nombre de globules blancs

(GB) a augmenté de maniere significative.
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Figure 28: Effets du Cd et du Pb, séparément ou en combinaison, sur les parameétres
hématologiques et de la 6-aminolevulinique déshydratase (6-ALAD) sérique des rats Wistar.

En ce qui concerne I’enzyme 3-aminolévulinate déshydratase (3-ALAD), nous avons
observé une inhibition significative aprés I'exposition aux métaux et confirmé une corrélation
positive entre 1'activité de la 6-ALAD et I'hnémoglobine, ce qui suggere que l'inhibition de
cette enzyme pourrait accentuer I'anémie. L'effet de I'exposition des rats aux métaux seuls est
similaire a celui de I'exposition combinée. Les activités du superoxyde dismutase (SOD) et de
la catalase (CAT) dans le sang ont été inhibées de maniére similaire dans tous les groupes
exposés parallelement a une augmentation du niveau de malondialdehyde (MDA). L'activité
de la 6-aminolévulinate déshydratase (3-ALAD) dans le sang est en corrélation positive avec
la teneur en hémoglobine (r = 0.99; p< 0.001). Par ailleurs, la 3-ALAD est en corrélation
négative avec la teneur en MDA (r = -0,83). Dans I’ensemble des groupes exposés aux

métaux, une diminution significative de la teneur en glutathion réduit (Figure 29) et une
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augmentation significative des niveaux de carbonyle dans les protéines (Figure 30) et de la
teneur en MDA (Figure 31) ont été observées par rapport aux rats témoins.
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Figure 29: Effets du Cd, du Pb et de leur combinaison sur la teneur en glutathion du cerveau,
du foie et des reins des rats Wistar. Chaque résultat représente la moyenne + SD de cinq rats

par groupe.
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Figure 30: Effets du Cd, du Pb et de leur combinaison sur les niveaux de carbonyle des
protéines du cerveau, du foie et des reins des rats Wistar. Chaque résultat représente la
moyenne = SD de cinq rats par groupe.
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Figure 31: Effets du Cd, du Pb et de leur combinaison sur la teneur du malondialdehyde
(MDA) des organes de rats Wistar. Chaque résultat représente la moyenne + SD de cinq rats
par groupe.
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1.2 Effets du Cd et du Pb séparément ou en combinaison sur les parametres
biochimiques du sérum et des organes

Les résultats des effets des métaux, seuls ou combinés, sur les parameétres
biochimiques (urée, créatinine, ALT et AST) sont présentés dans la Figure 32. Les taux
sériques d'alanine aminotransférase (ALT), d'aspartate amino-transférase (AST), d'urée et de
créatinine ont augmenté de maniére significative (p< 0.001) dans les groupes traités au Pb, au
Cd et a la combinaison (Pb+Cd) par rapport au groupe témoin.
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Figure 32: Effets du plomb et du cadmium, séparément ou en combinaison, sur l'alanine
aminotransférase (ALT), I'aspartate aminotransférase (AST), et teneurs de 1’urée et créatinine.

1.3 Effets du Cd et du Pb séparément ou en combinaison sur ’activité des enzymes
antioxydants (CAT et SOD)

Nos résultats ont montré une inhibition significative (p< 0.001) de l'activité de la SOD
et de la CAT dans tous les organes (foie, cerveau et reins) traités avec des métaux seuls ou
combines par rapport au groupe témoin (Figure 33).

Les données pour I'exposition combinée sont approximativement les mémes que pour
I'exposition individuelle. Les activités enzymatiques hépatiques de la CAT et de la SOD ont
diminué a la suite de I'administration de Cd de 25 % (p < 0.001) et de 52 % (p< 0.001),
respectivement ; tandis que la concentration de MDA a augmenté d'environ deux fois (p<
0.001) par rapport aux rats non exposés aux métaux. Des changements similaires ont été
observeés apres un traitement au Pb seul. Les activités CAT et SOD ont diminué de 21 % (p <
0.001) et 47 % (p< 0.001), et la concentration de MDA a été multipliée par deux (p< 0.001).
Chez les rats co-exposés au Cd et au Pb, les activités de la CAT et de la SOD ont diminué de

23% et 50% par rapport au contrdle.
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Figure 33: Effets du plomb et du cadmium, séparément ou en combinaison, sur la catalase et
la superoxyde dismutase dans le cerveau, le foie et les reins.

1.4 Teneur en Cd et Pb dans les organes
Le Figure 34 montre la concentration de Cd et de Pb dans le plasma, le cerveau, le foie
et les reins des groupes expérimentaux et du groupe témoin. Nous avons trouvé une quantité
significative élevée de Cd et de Pb dans les groupes exposés au traitement au Pb et au Cd par
rapport au groupe témoin. Les concentrations de Cd et de Pb déterminées dans le sang des
groupes exposés au Pb et au Cd étaient tres significativement plus élevées que dans le groupe
témoin. La co-exposition n'a pas influencé de maniére significative la bioconcentration de

chaque métal ou nous avons trouve presque la méme quantité de chaque métal.
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Figure 34: Effet dose-dépendant du Cd et du Pb, séparément ou en combinaison, sur la teneur
en plomb et en cadmium du plasma, du cerveau, du foie et des reins des rats Wistar.
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2 Discussion

Notre objectif au cours de cette expérimentation était d'évaluer si I'exposition aux deux
métaux, seuls ou combinés, pouvait induire un effet oxydatif additif, synergique ou
antagoniste. Pour étudier la toxicité de la distribution et de I'accumulation des métaux dans les
organes et les tissus, nous devons nous appuyer sur de nombreux facteurs, tels que leurs
propriétés et leurs formes, la période d'exposition, leur biodisponibilité, ainsi que leur capacité

a se lier a des ligands.

Le systeme hématopoiétique est I'un des organes les plus sensibles pour déterminer la
toxicité dans un organisme. Dans la présente étude, une baisse significative du nombre de GR,
de la teneur en Hb et du taux Ht a été observée dans tous les groupes traités, tandis que le
nombre de GB a augmenté de maniére significative. Les parametres hématologiques sont
étroitement liés au systéeme circulatoire. Dans une étude réalisée par Corredor-Santamaria et
al. (2016), il a été souligné que pendant la saison des pluies, lorsque les rejets d'eaux usées
industrielles et domestiques chargées de métaux lourds augmentaient, les deux especes
Astyanax bimaculatus et Aequidens metae présentaient une altération des parametres
hématologiques Hb, Ht, et GR avec une augmentation de globules blancs (GB)

principalement des thrombocytes et des neutrophiles.

La corrélation positive entre la &-aminolévulinate déshydratase (3-ALAD) et
I'hnémoglobine pourrait accentuer I'anémie induite par I'accumulation du Cd et le Pb dans les
organes de I'animal expérimental (rein, foie et rate). Nos résultats sont en accord avec d'autres
recherches menees sur différents modeles animaux. Andjelkovic et al. (2019) ont rapporté que
la présence du Cd dans le sang de rat indique une anémie normocytaire normochrome. Zhang
et al. (2017) adémontré une diminution significative de la concentration d'Hb chez les
poissons exposés au Cd, attribuée a une baisse significative des niveaux de fer dans le sang en
raison de I'absence d'absorption par I'estomac. En tant que métal lourd connu pour son effet
anémique, le Cd provoque lI'anémie en induisant une carence en fer (Cirovic et al., 2022),
I'hnémolyse (Unsal et al., 2020) et une altération de la production d'érythropoiétine (EPO)
(Thévenod et al., 2022). Les cytosquelettes des globules rouges (GR) peuvent étre détruits au
début de I'exposition au Cd, ce qui entraine des membranes cellulaires déformeées (Liu et al.,
2022). Le Cd et le fer (Fe) sont en compétition pour les mémes sites de liaison de la protéine

transporteuse de métaux et du transporteur de métaux divalents-1, et comme le Fe entre dans
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la production du complexe hémique, un tel manque de fer augmentera la toxicité du Pb pour
la synthése de I'heme (Nemmiche and Guiraud 2016).

Ohta and Ohba (2020) ont examiné l'absorption gastro-intestinale du Cd au moyen de
différents transporteurs de métaux, notamment les métallothionéines (MT), le transporteur de
métaux divalents 1 (DMT1), la protéine importatrice de zinc 14 (ZIP14), I'ATPase de type P
transportant le Cu (ATP7A) et le TRPV6 (Transient Receptor Potential Vanilloid 6), dans
trois segments distincts de l'intestin des rats. Il a été constaté que les concentrations
intestinales de Cu et de Fe diminuaient, contrairement a I'augmentation du niveau de Cd. En
outre, l'augmentation de I'exposition duodénale au Cd a entrainé une augmentation de
I'expression des genes MTI, MTII, DMTL1, ZIP14, ATP7A et TRPV6. Selon leurs
conclusions, le Cd se lie a MT et a d'autres transporteurs de métaux dans l'intestin gréle et
s'accumule dans les tissus. Des troubles du métabolisme du Zn ont été constatés dans I'étude
menée par Borowska et al. (2017) sur des rats ou il a été montré qu'apres un traitement de 10

mois au Cd, I'absorption du zinc a diminué.

Mladenovic et al. (2014) ont démontré que linjection i.p du Cd provoquait la
production de radicaux libres et la peroxydation des lipides impliquant I'hémolyse des GR,
provoquant une anémie sévere. Un autre effet toxique du Cd sur les érythrocytes est la mort
suicidaire, connue sous le nom de pyroptose, observée chez les fumeurs (Attanzio et al.,
2019).

L'augmentation des niveaux des globules blancs (GB) pourrait s'expliquer par un
désordre immunologique conduisant I'organisme a en produire davantage ; en effet, les GB
font partie du systeme immunitaire et ont un réle critique dans les réponses immunologiques
non spécifiques et spécifiques dans la défense de I'organisme contre les xénobiotiques.Une
altération du systéeme immunitaire a été observée chez le tilapia du Nil provenant d'une zone
influencée par le déversement d'eaux de ruissellement provenant d'activités agricoles et
urbaines contaminées par des métaux lourds.

L’analyse des GB a révélé un pourcentage ¢levé d'éosinophiles et de monocytes et
moins de thrombocytes (Corréa et al., 2017). Donmez et al. (2019) a rapporté que les GB
augmentaient de maniére significative dans les groupes traités au Cd, ce qui entrainait une
augmentation des niveaux de radicaux libres, une diminution de l'activité antioxydante et
I'inhibition de I'inflammation systémique. Ma et al. (2022) a constaté que des niveaux éleves
de cadmium augmentaient les facteurs inflammatoires, y compris les GB ; Ali et al. (2021) a

également constaté que le Cd diminuait de maniére significative les parametres
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hématologiques, a I'exception des GB. Le traitement contenant du Pb a donné un niveau plus
élevé de GB que celui contenant du Cd.

Nos résultats concordent avec ceux de Chen et al. (2021), qui ont démontré que le Pb a
un effet immunotoxique. Aladaileh et al. (2020) a trouvé les mémes résultats ; il a été
explique que le Pb augmentait le niveau des GB en raison de son effet inflammatoire. Nos
résultats sont en accord avec ceux d'Aladaileh et al. (2020). Le Pb entre en compétition avec
le Ca sur les sites de fixation du calcium, ce qui peut modifier le fonctionnement des protéines
et le maintien de I'homéostasie calcique. 1l a été démontré qu'un déficit en calcium augmente

I'absorption et la rétention du plomb (Ettinger et al., 2007).

Les principaux mécanismes de la toxicité du plomb ont été identifiés comme étant
I'activation des fonctions cellulaires en raison de son activité d'imitation du calcium et
I'inhibition de la fonction des protéines par sa liaison aux groupes sulfhydryl (-SH) des acides
aminés. Zulfahmi et al. (2021) a rapporté que l'exposition au nitrate de plomb induit des
réductions significatives des taux de GR, d'Hb et d'Ht chez le poisson. L'exposition au Pb a
augmenté les protéines sériques totales et le nombre de globules blancs totaux et différentiels
chez les cobayes (Farkhondeh et al., 2014). Les effets hématologiques de la toxicité chronique
du Pb dans I'eau de boisson pendant 12 semaines chez des rats males adultes ont montré une
diminution significative du nombre de globules rouges (GR), ainsi qu'une augmentation du
nombre de GB totaux et différentiels (Mugahi et al., 2003). En outre, dans notre étude, nous
avons évalué que le Pb était le métal ayant I'impact le plus négatif par rapport au Cd, alors que

le mélange n'implique pas d'effet additif.

Nous avons observé une inhibition significative de la 3-aminolévulinate déshydratase
(6-ALAD), une enzyme de la voie de biosynthése de I'néme, aprés I'exposition aux métaux
par rapport au groupe témoin, avec une inhibition plus forte chez les groupes traités au Pb.
Cela peut s'expliquer par la capacité du Pb a endommager l'activité du 6-ALAD en remplacant
le Zinc (Zn). Contrairement au Cd, le Pb induit une anémie en inhibant l'activité de la
pyrimidine 5' nucléotidase (Fakoor et al., 2019), en diminuant la quantité d'heme (Ugwuja et
al., 2020)et en induisant I'érythrophagocytose et I'externalisation de la phosphatidylsérine
dans les GR (Kwon et al., 2015). La forte affinité du Pb pour le site de liaison du Zn inhibe la
fonction du 8-ALAD et peut entrainer I'accumulation d'acide 6-aminolévulique (6-ALA), qui
peut perturber le métabolisme aérobie et a également une certaine activité pro-oxydante. Dans
leur étude, Jang et al. (2011) ont demontré que le plomb pouvait accélérer la séquestration

splénique des érythrocytes par I'exposition a la phosphatidylsérine (PS) et augmenter par la
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suite I'érythrophagocytose. Nos résultats sont cohérents avec ceux de Qader et al. (2021) qui
suggérent que le Pb altére le géne 3-ALAD responsable de la production d'hémoglobine et
provoque donc I'anémie. Ces résultats sont également en accord avec les études rapportées par

Hemmaphan and Bordeerat (2022).

Les activités de la SOD et de la CAT dans le sang, le foie, le cerveau et les reins ont
été significativement inhibées apres I'exposition au métal, tandis qu'une élévation significative
du niveau de MDA a été observée dans le sang et une diminution significative de la teneur en
GSH avec une augmentation significative des niveaux de carbonyle dans les protéines, ces
résultats sont en accord avec les travaux de Riaz et al. (2019) qui a montré une diminution
importante des marqueurs du stress oxydatif notamment, CAT, SOD et GSH due a
I’exposition aux métaux lourds. Il est documenté dans la littérature que le Pb s'attache aux
groupes -SH des enzymes et des protéines, ce qui réduit I'activité de certaines d'entre elles, y
compris la SOD et la CAT, et induit la production d'une quantité considérable de MDA
(Matovi c et al., 2015). Le traitement au Cd seul et mélange de Cd+Pb a donné I'effet le plus
négatif, avec une trés légere différence suggérant de possibles interactions synergiques entre
ces deux métaux sur I'état oxydatif par rapport a I'hnématopoiétique. Ces résultats sont en

accord avec les études réalisées par Andjelkovic et al. (2019).

Les effets toxicologiques des métaux lourds sont principalement attribués a leur
capacité a générer des radicaux libres dans le systéme biologique. On sait que les ROS sont
générés soit directement par la production catalytique de superoxyde par les réactions de
Haber-Weiss et de Fenton, soit indirectement par d'autres mécanismes lors de I'exposition aux
métaux lourds (Nemmiche, 2017). La production excessive de ROS dépasse les défenses
antioxydantes naturelles et exerce une toxicité par le biais de la peroxydation des lipides, qui
est considérée comme la premiere étape de I'endommagement des membranes cellulaires. Le
niveau de peroxydation des lipides est largement utilisé comme indicateur des dommages
oxydatifs causés par les ROS. Cobbina et al. (2015) a trouvé que I'exposition a un melange de

métaux lourd a induit une augmentation du niveau de MDA.

La présente étude a révelé une diminution de I'activité enzymatique de la CAT et de la
SOD, cela a été documenté précédemment dans d’autres travaux faits par Sudjarwo et al.
(2017), et Winiarska et al. (2015).

Le systéeme rénal est le principal organe responsable de I'élimination des substances
toxiques dans l'organisme, y compris les métaux lourds ; il sert également de point

d'absorption de ces substances. Par conséquent, la toxicité des métaux lourds a également un
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impact sur les reins, qui sont I'un des principaux organes cibles étudiés pour la toxicité des
métaux lourds. Les niveaux d'amino-transférases ont augmenté de maniére significative chez
les rats traités au Pb, au Cd et a la combinaison (Pb+Cd) par rapport au groupe témoin.
Cependant, ces parametres hépatiques n'ont pas été intensifiés chez les rats exposés a la
combinaison (Cd+Pb). En fait, c'est le Cd qui a eu I'effet négatif le plus fort, suivi par le
mélange Cd+Pb.

Le taux de créatinine et I'urée ont augmenté de maniere significative dans les groupes
intoxiqués au Pb, au Cd et a la combinaison (Pb+Cd) par rapport au groupe témoin. Cette
augmentation pourrait étre due a une lésion rénale. Alors que l'urée est un sous-produit du
métabolisme des protéines, la créatinine est en fait le produit de dégradation de la créatine
phosphate dans les myocytes. En comparant les effets de ces deux métaux, chacun seul, on se
rend compte que le Pb a eu un effet plus négatif sur I'urée et la créatinine que le Cd, suivi du
mélange (Cd+Pb), contrairement a I'ALT et I'AST. Le potentiel néphrotoxique du Cd et de
différents métaux lourds (Pb et Cr) a été signalé dans d’autres études telles Matovic et al.
(2015) ; Tsai et al. (2017). L'exposition sub-chronique au Pb par dans I'eau de boisson chez
les rats a augmenté I’activité de 'ALT de I'AST et les niveaux d'urée et de créatinine. En
outre, I'exposition au Pb a induit des changements nécrotiques dans le foie et les reins (Jadhav
et al., 2007). L'administration intrapéritonéale de Pb induit une hépatotoxicité chez les rats, ce
qui accentue les anomalies des hépatocytes et augmente les niveaux d'AST et d'ALP (Abirami
et al.,, 2007). Récemment, Andjelkovic et al. (2019) a signalé les effets toxiques d'une
exposition aigué au Cd et au Pb sur les reins des rats. Il a été rapporté que le Pb endommage
les reins en interagissant avec les protéines de liaison au calcium, qui servent de substrat aux
transporteurs de calcium dans les mitochondries et modifient le métabolisme oxydatif des
cellules des tubules proximaux rénaux (Jia et al., 2012).

Une teneur élevée et significative est enregistré en Cd et Pb dans les groupes qui ont
été exposés au traitement au Pb et au Cd par rapport au contrdle, alors que la co-exposition n'a
pas influencé de maniéere significative la concentration finale de chaque métal, ou nous avons
trouvé presque la méme quantité de chaque métal. Des resultats similaires ont été obtenus
dans une expérimentation faite par Pillai et al. (2005) de quinze jours sur des rats traités par
voie i.p avec Cd et Pb seul et combiné, ou apres un traitement mixte les niveaux de Cd et de
Pb dans le foie étaient conformes aux régimes a dose unique. Cette observation pourrait
s'expliquer par des interactions toxico-cinétiques entre ces deux métaux au niveau de
I'absorption intestinale, ce qui modifie la distribution dans le sang et les tissus. Le transporteur

de cations équivalents (DCT1), également connu sous le nom de DMTL, est I'un des
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transporteurs et un participant possible a I'interaction entre les métaux toxiques (Nemmiche
and Guiraud, 2016).

Expérimentation 02 : Effets de I’'imidaclopride (IMI) et du Cadmium
séparément ou en combinaison sur le foie du rat Wistar.

2.1 Effets de I’'IMI et du Cd séparément ou en combinaison sur la teneur en
malondialdéhyde (MDA)

Une augmentation significative du niveau de MDA a été observée dans tous les
groupes traités par rapport au groupe témoin (p< 0,001) (Figure 35), la teneur la plus élevée a
été observée dans le groupe IMI avec 4 fois plus par rapport au groupe témoin, suivi par le
groupe traité avec le Cd puis le groupe IMI+Cd (2,5 fois et 2 fois, respectivement).

Dans cette etude, le MDA a été utilisé comme indicateur pour évaluer la peroxydation
des lipides induite par le stress oxydatif, I'IMI a eu un effet plus prononcé que la co-
exposition d'IMI et du Cd, ce qui signifie que nous avons une grande quantité d'accumulation

de radicaux libres dans le tissu hépatique.
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Figure 35: Effets de I’IMI et du Cd séparément ou en combinaison sur la teneur en
malondialdéhyde. Chaque résultat représente la moyenne + SD de quatre rats par groupe.

2.2 Effets de I’IMI et du Cd séparément ou en combinaison sur Dactivité
enzymatique antioxydante (SOD, CAT, GPx et GR)

2.2.1 Effets de ’IMI et du Cd séparément ou en combinaison sur
Pactivité de la catalase (CAT) et la superoxyde dismutase (SOD)

L'activité de la catalase (CAT) a été significativement inhibée (p< 0,001) dans tous les

groupes traités par rapport au groupe témoin, avec une légére diminution dans le groupe co-

73



Résultats et discussion

exposé IMI+Cd, suivi par le Cd et I'lMI (environ 56 % et 48 %, respectivement) (Figure 36),
tandis que l'activité dusuperoxydedismutase (SOD) a significativement augmentée (p< 0,001)
apres le traitement par rapport au groupe témoin (Figure 37). Le groupe traité au Cd présente
la plus grande activité SOD, tandis que I'IMI et le groupe co-exposé IMI+Cd ont presque la

méme activité, avec seulement 15 % de différence.
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Figure 36: Effets de I’IMI et du Cd séparément ou en combinaison sur 1’activité catalasique.
Chaque résultat représente la moyenne + SD de quatre rats par groupe.
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Figure 37: Effets de I’IMI et du Cd séparément ou en combinaison sur le taux d’activité du
superoxyde dismutase. Chaque résultat représente la moyenne £ SD de quatre rats par groupe.

2.2.2 Effets de ’IMI et du Cd séparément ou en combinaison sur
I’activité de la glutathion peroxydase (GPx)

Une augmentation significative du niveau de GPx a été observée dans tous les groupes
traités par rapport au groupe témoin (p< 0,001) (Figure 38). Le taux d’activité le plus éleve a
été observee dans le groupe IMI avec une augmentation de 4 fois par rapport au groupe
témoin, suivi par le groupe trait¢ au Cd et le groupe IMI+Cd (2,5 fois et 2 fois,

respectivement).
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Figure 38: Effets de I’IMI et du Cd séparément ou en combinaison sur le taux d’activité du
glutathion péroxydase. Chaque résultat représente la moyenne + SD de quatre rats par groupe.

2.2.3 Effets de ’'IMI et du Cd séparément ou en combinaison sur le taux
d’activité du glutathion réductase (GR)

L'activité de la GR s'est averée significativement diminuée (p< 0,001) dans tous les
groupes traités par rapport au groupe témoin (Figure 39). Le groupe IMI a enregistré
I'augmentation la plus importante avec un facteur de presque 2, suivi par le Cd avec un facteur

de 1,5 et enfin le groupe co-exposé (IMI1+Cd).
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Figure 39: Effets de I’IMI et du Cd séparément ou en combinaison sur le taux d’activité du
glutathion réductase. Chaque résultat représente la moyenne + SD de quatre rats par groupe.

2.24 Effets de PIMI et du Cd séparément ou en combinaison sur
Pactivité des thiols totaux (T-SH)et glutathion réduit (GSH)

Les niveaux de GSH et de T-SH ont diminué de maniére significative dans tous les
groupes traités (P<0,001) par rapport au groupe témoin (Figure 40). Le groupe co-exposé a
I'IMI+Cd a connu la plus forte augmentation du taux de GSH, tandis que I'lMI a entrainé la
plus forte augmentation du taux de T-SH. Cependant, le Cd a entrainé la plus faible
augmentation des niveaux de GSH et de T-SH.
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Figure 40: Effets de I’IMI et du Cd séparément ou en combinaison sur la teneur en thiols
totaux et glutathion réduit. Chaque résultat représente la moyenne + SD de quatre rats par
groupe.

2.2.5 Effets de ’'IMI et du Cd séparément ou en combinaison sur la
teneur en carbonyles protéiques

L'oxydation des protéines est un excellent indicateur des dommages oxydatifs causés
par les ROS. Les niveaux des carbonyles protéiques ont augmenté de maniére significative
dans tous les groupes traités par rapport au groupe témoin (p<0,001) (Figure 41).
L'augmentation la plus importante a été enregistrée dans le groupe Cd et IMI+Cd avec un

doublement par rapport au groupe témoin, suivi dugroupe traité par IMI.
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Figure 41: Effets de I’IMI et du Cd séparément ou en combinaison sur la teneur des
carbonyles protéiques. Chaque résultat représente la moyenne + SD de quatre rats par groupe.

2.3 Discussion
L'objectif de la présente étude est d'évaluer si une exposition unique ou combinée au
cadmium et a l'imidaclopride, un pesticide nénonicotinoide, peut avoir un effet oxydatif

additif, synergique ou antagoniste. L'interaction entre les différents produits chimiques peut
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varier en fonction des concentrations, des durées d'exposition et du systeme biologique
specifique étudié.

Le foie est le site principal du métabolisme des xénobiotiques et il est sensible aux
effets nocifs des substances toxiques. L'imidaclopride et le cadmium ont tous les deux

démontré des effets hépatotoxiques potentiels (Das and Al-Naemi, 2019 ; Niture et al., 2021 ;
Toghan et al., 2022).

Le stress oxydatif survient lorsqu'il y a un déséquilibre entre la production des
ROS/RNS et d'antioxydants (Nemmiche, 2017). Les radicaux libres s'engagent facilement
avec les acides gras polyinsaturés présents dans la bicouche lipidique des membranes
cellulaires, provoquant ainsi une peroxydation importante. Ce processus conduit a la
génération de divers produits, dont le malondialdéhyde (MDA), le peroxyde d'hydrogéne et
les radicaux hydroxyles. Le MDA sert de bio-marqueur du processus de peroxydation des
lipides et il est utilisé pour évaluer la dégradation des lipides polyinsaturés dans les tissus
soumis a un stress oxydatif (Mahajan et al., 2020). L’exposition a I'lMI et le Cd seul a
augmenté le niveau du MDA et a eu un effet plus prononcé avec une plus grande
augmentation en utilisant I''MI que la co-exposition de I''lMI+Cd, il est bien connu que ces
deux substances chimiques induisent la peroxydation lipidique causée par le stress oxydatif.
Nos résultats sont en accord avec d’autres études antérieures (Goodarzi et al., 2020 ; Taha et
al., 2021 ; Yan et al., 2021 ; Di Paola et al., 2022).

Les résultats obtenus avec une co-exposition a I'IMI+Cd peuvent s'expliquer par un
possible effet antagoniste. Dans I'antagonisme, deux substances sont impliquées, dont I'une,
appelée agoniste partiel, a une faible efficacité et entre en compétition avec une seconde
substance, appelée agoniste complet, qui a une grande efficacité (Singh et al., 2017). Ces
résultats sont en accord avec ceux de Wang et al. (2023) qui a combiné des approches
biochimiques et omiques pour expliquer la toxicité de I'IMI et du Cd lorsqu'ils sont
administrés ensemble. Les résultats ont montré que la co-exposition a significativement réduit
I'accumulation de MDA par rapport a une expositionseule, il a été expliqué que
I'administration combinée a principalement réduit I'accumulation de glycérol-phospholipides
induite par le Cd et a ralenti la régulation a la baisse des acides gras induite par I'IlMI.

Dans les réactions biochimiques de chaque organisme, les groupes sulfhydryl (-SH)
présents dans les protéines et les thiols non protéiques constituent le principal moyen de
neutraliser les radicaux ROS/RNS généres. Le métabolisme élevé des xénobiotiques entraine
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une surproduction de radicaux libres, qui sont neutralises par l'interaction avec les groupes -
SH disponibles. La diminution du niveau de T-SH observée dans le tissu hépatique apres
exposition a un produit toxique peut étre attribuée a une diminution de la production et/ou a
une augmentation de la consommation de T-SH pour la neutralisation des radicaux libres
générés de maniére excessive au cours du métabolisme du toxique dans les hépatocytes de rat
(Mahajan et al., 2018).Le niveau du GSH et T-SH a diminué de maniere significative dans
tous les groupes traités, le groupe co-expose a I'lMI+Cd a donné la plus forte augmentation du
niveau de GSH ; cela peut s'expliquer par un effet synergique possible des deux substances

toxiques, tandis que dans le niveau de T-SH, I'IMI a donné la plus forte augmentation.

Ces résultats sont en accord avec ceux de Mahjan et al. (2020) qui ont utilisé I'lMI en
combinaison avec l'arsenic. Les thiols totaux englobent les thiols intracellulaires et
extracellulaires existant soit sous forme libre en tant que glutathion oxydé (GSSG) ou réduit
(GSH), soit sous forme de thiols lies aux protéines (Baba et al., 2018). Des niveaux réduits de
thiols ont été observés dans divers troubles médicaux, tels que I'insuffisance rénale chronique
(Otal et al., 2018), les maladies cardiovasculaires (Andreadou et al., 2021), les troubles
neurologiques (Vural et al., 2021), le diabéte sucré (Ates et al., 2016) et la cirrhose (Damar
Cakirca et al., 2020). Par conséquent, I'exposition a des substances toxiques telles que les
pesticides et les métaux lourds amplifie les risques de développer diverses pathologies.
Nazima et al. (2015) ont également rapporté une diminution du niveau de GSH chez les rats
traités au Cd induisant un stress oxydatif cardiaque chez les rats ; des résultats similaires ont
été trouves dans d'autres recherches avec le traitement IMI (Lohiya et al., 2017 ; Sevim et al.,
2020).

La superoxydedismutase (SOD) est une enzyme cruciale de la premiére ligne de
défense du systéme antioxydant, aux cotés de la catalase (CAT), de la glutathion peroxydase
(GPX) et de la glutathion réductase (GR) (Rajput et al., 2021). Ces enzymes jouent
collectivement un rble protecteur contre le stress oxydatif (Carmo de Carvalho e Martins et
al., 2022).

L'activite de la SOD a augmenté de maniere significative aprés 1’exposition au
traitement (IMI, Cd, IMI+Cd) par rapport au groupe témoin. Le groupe traité au Cd présentait
la plus grande quantité de SOD, tandis que I'IMI et le groupe co-exposé (IMI+Cd) étaient
presque au méme niveau. La glutathion peroxydase (GPX), tout comme la CAT et la SOD, est
considérée comme un indicateur du stress oxydatif et joue un réle crucial dans la protection en
normalisant les niveaux d'especes réactives de I'oxygene (ROS). Une augmentation
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significative du niveau de GPx a été observée dans tous les groupes traités par rapport au
groupe témoin. La quantité la plus élevée a été enregistrée dans le groupe IMI, tandis que
l'augmentation la plus faible a été observée dans le groupe co-exposé. Ces résultats sont en
accord avec El-Garawani et al. (2021) qui a trouvé une augmentation de la quantité de SOD et
de GPx dans les tissus du foie des poissons recevant un traitement IMI, ce qui peut s'expliquer
par la production de ROS. Vieira et al. (2018) a également constaté une augmentation
significative du niveau de SOD et de GPx due au traitement IMI chez les poissons
néotropicaux, des résultats similaires ont été obtenus avec le Cd (Liu et al., 2015). D'autres
études ont montré que I'IMI et le Cd réduisaient les niveaux de GPx et de SOD (Lonare et al.,
2016 ; Azhdari et al., 2019).

La catalase, une enzyme qui contient I'neéme, sert a neutraliser le peroxyde d'hydrogene
produit dans les peroxysomes par les oxydases (Sharapov et al., 2021). En outre, elle joue un
role dans la dégradation du peroxyde d'hydrogene généré lors de lI'oxydation des acides gras,
dans le cycle du glyoxylate (photorespiration) et dans le métabolisme des purines (Huang et
al., 2019). L'activité de la CAT a été significativement inhibée apres I'exposition au traitement
par rapport au groupe témoin, I'IMI et le Cd seuls ont montré une diminution remarquable.
Cependant, dans le groupe co-exposé IMI+Cd, il y avait une Iégere diminution par rapport au
groupe témoin, nous pouvons suggérer que I'IMI et le Cd se sont concurrencés et ont eu un
effet antagoniste. Ces résultats sont en accord avec ceux de Wang et al. (2016) qui ont
constaté une inhibition complete de I'activité de la CAT chez les vers de terre exposés a I'lMI

; Liu et al. (2023) ont également obtenu les mémes résultats.

L'activité du GR s'est avérée significativement réduite dans tous les groupes traités par
rapport au groupe témoin. Le groupe IMI a enregistré la plus forte augmentation, suivi du Cd
et enfin du groupe co-exposeé. Ces résultats sont en accord avec ceux de Shan et al. (2019) qui
a étudié I'effet de I'IMI sur les branchies et les glandes digestives des palourdes d'eau douce
asiatiques ; le GR ainsi que la CAT, SOD et GST jouent un réle important dans I'atténuation
de I'effet toxique de I'IMI (Wang et al., 2016). Al-Sarar et al. (2015) a également obtenu les
mémes résultats en utilisant I'IMI et différents pesticides, dont I'abamectine et le chlorfénapyr.
Akkoyun et al. (2018) ont également constaté que le Cd diminuait le niveau de GR chez les

rats.

Le niveau de la teneur en carbonyles protéiques a augmenté de maniere significative
dans tous les groupes traités, cette élévation est une preuve de la détérioration des protéines
dans le foie. Le Cd a présenté la plus forte augmentation, suivi par I'exposition combinée,
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tandis que I''MI a donné I'augmentation la plus faible. Ces résultats sur I'effet toxique du Cd et
de I'IMI sont en accord avec d'autres études. Cupertino et al. (2017) a constaté que le Cd
augmentait la teneur en carbonyles protéiques, provoguant des lésions testiculaires ; Kumar et
al. (2021) ont également obtenu les mémes résultats chez des rats intoxiqués au Cd. Taha et
al. (2021) ont constaté une augmentation significative de la teneur en carbonyles protéiques
dans le foie de rats albinos males exposés a I'IMI et a d'autres pesticides ; Guerra et al. (2021)
ont obtenu le méme résultat dans les tissus cérébraux du poisson zébre, ce qui a entrainé une

altération du comportement de nage.

Des études similaires utilisant différents pesticides et métaux lourds sur d'autres
modeéles animaux sont en accord avec nos résultats. Dans son étude, Chen et al. (2015) a
observé un effet antagoniste sur la létalité du papillon lorsqu'il est exposé simultanément a la
perméthrine et au Cd. Notamment, le groupe traité par le Cd a présenté un effet antagoniste
plus prononcé que le groupe traité par la perméthrine. Des résultats contraires ont été
rapportés par d'autres études. Dans la recherche menée par Yang et al. (2017), il a été observé
gue la mortalité du poisson zébre adulte augmentait de maniere significative lorsqu'il était
exposé a la rac-cis-bifenthrine et a la R-cis-bifenthrine en présence de Cd, de Cu et de Pb.
Wang et al. (2015) ont rapporté que I'effet combiné de la A-cyhalothrine et du Cd sur la survie

d'Eisenia fetida variait en fonction de la concentration du pesticide.
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L’exposition continue a ces xénobiotiques provoque un stress oxydatif altérant les
différentes voies dans 1’organisme, et constitue un background dans le dysfonctionnement et
la physiopathologie moléculaire et cellulaire. La présente étude a permet d’examiner les effets

seuls et combinés, de certains pesticides et métaux sélectionnées, sur un modele in vivo.

Nos résultats suggerent que les rats exposés aux différentes combinaisons de pesticide
imidaclopride, au cadmium et au plomb (IMI, Cd, Pb, Cd+Pb, IMI+Cd) ont eu des
conséquences prononcées sur les parameétres hématologiques et modifient divers parametres
de stress oxydatif dans les tissus. Le foie, le cerveau et les reins ont subi des Iésions tissulaires
dues aux oxydants, comme le montre la corrélation entre l'augmentation des niveaux de
malondialdéhyde et la diminution des activités des enzymes antioxydants tels que superoxyde
dismutase et catalase. L'absence observée d'effets additifs ou synergiques de la combinaison
Cd et Pb ainsi que IMI et Cd peut étre valable pour les doses et les durées d'exposition

choisies, mais il ne s'agit pas d'un mécanisme général.

Les études protéomiques et métabolomiques permettraient de mieux comprendre
I’effet d’interaction des xénobiotiques sur la réponse biologique finale. Ces outils pourront

étre utilisés dans nos futures investigations.
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