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Abstract

Pyrethroid insecticides are extensively used in agriculture and in household activities.
During pregnancy, they might affect maternal metabolic status and there after fetal
development. In this work, we studied metabolic and redox effects of low dose alpha-
cypermethrin exposure in pregnant obese rats. The diet containing alpha cypermethrin
at 0.02 mg/kg/day was consumed before and during the entire gestation. Plasma and
tissue biochemical parameters, tissue enzyme activities and oxidative stress markers
were determined.

Our results showed that alpha-cypermethrin associated with obesity induced an
increase in body weight, hyperglycemia and hyperlipidemia, with elevated plasma
levels of aspartate aminotransferase, alanine aminotransferase and alkaline
phosphatase activities, and a reduction in adipose tissue fatty acid synthase activity. In
addition, an impaired tissue oxidant / antioxidant status was observed in pregnant
obese rats treated by the insecticide, shown by increased plasma, erythrocyte and
tissue levels of malondialdehyde (MDA) and carbonyl proteins and a significant
reduction in catalase and superoxide dismutase (SOD) activities and in reduced
glutathione (GSH) contents.

In conclusion, low dose alpha-cypermethrin exposure induced several metabolic and
redox alterations leading to maternal physiological impairments and those
disturbances can be transmitted to offspring. Alpha-cypermethrin should be used with

caution especially during pregnancy.

Keywords: alpha-cypermethrin, metabolism, pregnancy, oxidative stress, rat, obesity.



Résumé

Ces dernieres décennies, les insecticides de la famille des pyréthrinoides sont
largement utilisés dans l'agriculture et dans les activités domestiques. Pendant la
grossesse, ils peuvent affecter 1'état de santé maternelle et provoquer des altérations
métaboliques conduisant a Daltération du développement foetal et par la suite
I’apparition de maladies métaboliques a 1’dge adulte. Dans ce travail, nous avons
étudié¢ D'effet métabolique et redox de I’exposition a une faible dose de l'alpha-
cyperméthrine chez les rates obéses gestantes. Le régime alimentaire contenant de
l'alpha-cyperméthrine a 0,02 mg / kg / jour a été consommé avant et pendant la
gestation. Les paramétres biochimiques sériques et tissulaires, les activités des
enzymes tissulaires et les marqueurs de stress oxydatif ont été déterminés.

Nos résultats ont montré que l'alpha-cyperméthrine associé a 1’obésité induit une
augmentation du poids corporel, une hyperglycémie et une hyperlipidémie avec une
¢lévation  de lactivité plasmatique de I'aspartate aminotransférase, l'alanine
aminotransférase et de la phosphatase alcaline et une réduction de l’activité de
I’enzyme adipocytaire acide gras synthétase. De plus, 1’équilibre oxydant/antioxydant
est altéré chez les rates obéses gestantes traitées par l'insecticide, marqué par une
augmentation plasmatique, érythrocytaire et tissulaire des taux de malondialdéhyde
(MDA) et des protéines carbonylées et une réduction significative de l'activité de la
catalase, la superoxyde dismutase (SOD) et du taux de glutathion réduit (GSH).

En conclusion, l'exposition de l'alpha-cyperméthrine a faible dose induit plusieurs
altérations métaboliques et un stress oxydatif conduisant a des déficiences
physiologiques maternelles qui peuvent €tre transmis a sa progéniture. L’ Alpha-

cyperméthrine doit €tre utilisé avec prudence, surtout pendant la grossesse.

Mots clés : alpha-cypermethrine, métabolisme, gestation, stress oxydatif, rat, obésité.
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ALP :
ALT :
Arfd :
ATP :
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AST :
CAT:

alcaline phosphatase
alanine transaminase
Dose de référence aigue
adénosine triphosphate
acide ribonucleique
asprtate transaminase
catalase

CI : cafeteria insecticide

CS : cafeteria standard

DDE : Dichlorodiphenyldichloroethylene
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DSE : dose sans effet

DJA : dose journaliére admissible

DLs, : dose Iétale
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EOA : especes oxygénces activées

FAS : fatty acid syntase

FAO : Food and Agriculture Organization
GABA : gamma aminobutyric acid

GC-MS: La chromatographie en phase gazeuse
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MDA : malondialdé¢hyde
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NADPH : nicotinamide adénine dinucléotide
phosphate

Nacl : chlorure de sodium

NO : oxyde nitrique

OMS : organisation mondiale de santé
3-PBA : 3-phenoxybenzoic acid

PBDE : polybromés éthers diphényliques
PBS : phosphate buffering saline

PCB : Ies biphényles polychlorés

PKA : protéine kinase A

PKG : protéine kinase G

QI : quotient intellectuel

SOD : superoxyde dismutase

TCA : acide trichloroacétique

TI : témoin insecticide

TG : triglycéride

TS : témoin standard

TSH : thyroid-stimulating hormone
UI : unité international

VLDL : very low density lipoprotein
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INTRODUCTION



Avant 'utilisation des produits phytosanitaires, les systémes de culture étaient congus
pour assurer le meilleur compromis entre le risque phytosanitaire et le potentiel de
production de la culture. Cependant, les pertes en rendement des productions
agricoles dues aux maladies, aux ravageurs et aux adventices (ou mauvaises herbes)
pouvaient atteindre des proportions importantes. Faciles d’accés et d’emploi,
relativement peu chers, les produits phytosanitaires de synthése se sont révélés tres
efficaces et fiables dans un nombre important de cas, sur de grandes surfaces
(Aubertot et al, 2005).

Apres la seconde guerre mondiale, les pesticides ont permis le développement de
I’agriculture, certains experts estiment que 1’augmentation des rendements des terres
agricoles a permis de limiter la déforestation et donc de préserver 50% de la surface
de la forét actuelle en 50 ans (Wingfield et al., 2015).

Si T'utilisation de ces produits est souvent nécessaire pour que les producteurs
agricoles atteignent leurs objectifs de production, il demeure important de rappeler
que les pesticides sont des produits toxiques et qu’ils doivent étre utilisés de fagon
rationnelle et sécuritaire (Onil et Saint-laurent, 2001).

La FAO rapporte qu’il y a eu une utilisation accrue de ces substances puissantes en
agriculture au cours des derniéres décennies (FAQO, 2016).

Néanmoins, le recours systématique aux produits phytosanitaires peut s avérer
dangereux pour ’homme, qu’il soit applicateur des pesticides ou consommateur des
produits agricoles et pour I’environnement (Quandt et al., 2015).

Les pesticides peuvent entrer en contact avec de la nourriture par l'application directe
pendant la production, le transport ou le stockage. Une fois dans le corps, ces
composés peuvent avoir un effet sur le systéme endocrinien, un effet tératogene, une
action immunosuppressive, et peuvent aussi causer un syndrome neurologique
chronique, des tumeurs, des avortements et la diminution de la fertilité chez les
animaux expérimentaux (Meeker et al., 2000).

Le marché mondial des pesticides est globalement stable depuis quelques années et
représente actuellement 40,50 milliards de dollars. L’Europe est le plus gros
consommateur (avec 31,70% du marché) devant 1’Asie (23,10%), les Amériques
(Sud: 21%; Nord: 20,60%) et I’ Afrique (3,80%). Au niveau des cibles des produits, ce
sont les herbicides qui sont le plus utilisés mondialement (47%) devant les fongicides
(26%), les insecticides (24%) et les divers (rodenticides, molluscicides...) (UIPP,
2009).

L'agriculture algérienne a aussi développé des systemes de production fondés sur
l'utilisation de ces produits. Elle apparait actuellement trés dépendante des pesticides.

La production et le commerce des pesticides en Algérie ont été évalués au cours de la
1



réalisation d’un profil national pour I’évaluation des capacités de gestion rationnelle
des produits chimiques en 2006 par le Ministere de I’aménagement du territoire et de
I’environnement. Les résultats montrent une production nationale importante (poudre:
3745 tonnes /an; liquide: 2617 10° litres/an; insecticides: 13676 boites/an) pour une
valeur de 1912 10° DA. Concernant I'importation, 1’ Algérie importe 8927 tonnes/ an
pour une valeur de 4418 10° DA, et exporte des produits pour une valeur de 7 10° DA.
Ces chiffres montrent I’importante utilisation des pesticides en Algérie et le risque
encouru ou des enjeux humains, économiques et environnementaux peuvent étre
atteints.

On peut classer les pesticides selon leur mode d'action comme les herbicides,

insecticides, fongicides..., ou bien, selon leur composition chimique comme les

organochlorés, carbamates (amides), pyréthrinoides, triazines... Chaque produit
posseéde une spécificité d’action et donc une toxicité particuliere.

Les pyrethrinoides de synthése sont venus remplacer ou diminuer I’utilisation des
organoposphorés et les organochlorés, puisqu’ils sont efficaces contre une grande
gamme d’insectes et sont plus au moins toxiques pour les mammiféres et les oiseux.
Leur durée de vie dans ’environnement est moins importante par rapport aux autres
familles d’insecticides (Ray, 1991). Malheureusement, ces produits peuvent aussi étre
toxiques pour des organismes non visés dont I’humain. Ils peuvent étre nuisibles pour
la santé et l'environnement a cause de leur toxicité, notamment chronique en cas de
persistance et d'accumulation dans les tissus organiques.

L’accumulation de ces xénobiotiques dans les tissus, notamment le tissu adipeux
puisqu’ils sont lipophiles peut étre a ’origine d’apparition de plusieurs désordres
métaboliques et maladies. En effet, ces polluants organiques persistants sont des
composés lipophiles stockés principalement dans la masse graisseuse, ce qui explique
leur demi-vie longue (environ 10 ans) (Kim et al, 2012). Plusieurs études
épidémiologiques mettent 1'accent sur le role possible des polluants dans 1'obésité et le
syndrome métabolique.

Les maladies métaboliques et I'obésité sont accompagnés d'une modification
importante des fonctions du tissu adipeux comme un état d'inflammation chronique
dans lequel les adipocytes et d’autres cellules (par exemple, les cellules endothéliales,
les cellules immunitaires, les pré-adipocytes) jouent un réle en produisant des
médiateurs inflammatoires (Goldberg, 2009). Ces molécules contribuent a une
perturbation de dialogue paracrine entre les cellules, en favorisant une inflammation
locale et une altération du métabolisme telle que la résistance a l'insuline (Dalmas et
al., 2011). En effet, la distribution tissulaire des contaminants dans l'organisme est

fonction de la teneur en lipides des différents organes (Serghini et al., 2004).



L’induction de stress oxydatif est 'un des principaux mécanismes d’action de
plusieurs pesticides, les dommages apportés aux membranes cellulaires, aux lipides,
aux protéines et également a ’ADN sont des biomarqueurs essentiels de 1’effet
oxydant des pesticides, et ceci par la génération de radicaux libres et I’altération du
systéme enzymatique anti-oxydant.

Qu’il soit producteur, agriculteur ou consommateur, le risque lié aux pesticides est le
méme. Plusieurs études ont été effectuées sur ’homme et ’animal pour mieux
comprendre et éclaircir ce probléme. En effet, la majorité des études précédentes
montrent que I'utilisation de pesticides comporte des risques graves pour la santé de
I’Homme et pour I’environnement, méme a faible dose. De plus, les mécanismes de
toxicité et les facteurs de sensibilité restent encore incompréhensibles. Les études
s’adressant a la population générale et s’intéressant aux expositions domestiques ou
environnementales, en particulier a des moments critiques de la vie, sont amenées a se
développer. Les groupes les plus vulnérables, en particulier les femmes enceintes, les
nourrissons et les enfants, devront faire I’objet d’une attention toute particuliére.

Les effets a long terme ou retardés des pesticides sur la santé sont une préoccupation
croissante des autorités sanitaires et éveillent de nombreuses inquiétudes de la part du
grand public. 11 est donc important de répondre a ces interrogations, méme si les
connaissances acquises restent partielles et incompletes. Quelques certitudes ont été
acquises pour certains pesticides qui, fort heureusement, ne sont plus employés
(Multigner, 2005).

La grossesse est un état physiologique particulier au cours duquel I'organisme
maternel subit des modifications importantes liées aux besoins métaboliques du feetus.
Ces adaptations physiologiques résultent d’interactions biochimiques entre
I’organisme maternel, le placenta et le feetus. L exposition maternelle aux pesticides
peut affecter le métabolisme maternel et induire par conséquent des anomalies lors du
développement foetal (Ueker et al., 2016). En effet, pendant la grossesse, les femmes
sont particulierement vulnérables. De nombreuses études épidémiologiques suggerent
que le développement de I'enfant, & court et moyen terme est mis a risque lors d'une
exposition aux pesticides pendant la grossesse. L'augmentation de fausses couches
tout comme le risque de malformations congénitales et d’atteintes neurologiques ne
fait plus aucun doute selon certaines études. D’autres études mettent en évidence le
lien entre pesticides et un risque élevé de leucémie et de tumeurs cérébrales (Ueker et
al., 2016 ; Wang et al., 2016b).

L’exposition de rats femelles aux pesticides pendant la gestation provoque des
atteintes hépatiques qui se manifestent par ’augmentation du taux de certaines

enzymes (LDH, ALP, AST, ALT) (Zama et al., 2005). Aussi, Beuret et al. (2005)
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rapportent que ’ingestion du glyphosate induit une peroxydation lipidique sérique et
hépatique provoquant ainsi un épuisement des systemes de défense antioxydant. Aussi
des études expérimentales ont montré que certaines substances peuvent promouvoir
I'héritage d’une maladie par héritage trans-générationnel épigénétique. L’ épigénétique
est l'étude des wvariations héréditaires de l'expression génique (activation /
désactivation des genes) qui se produisent sans modification de la séquence d'ADN.
Anway et Skinner (2006) ont rapporté que l'exposition des rats a la vinclozoline
(fongicide anti-androgene) a eu des effets négatifs importants pour la progéniture sur
les quatre générations suivantes. Il est donc possible que ce soit I'un des mécanismes
par lesquels les pesticides peuvent affecter la santé humaine. L’exposition au
perfluorooctane sulfonate (SPFO) pendant la gestation a conduit a des modifications
physiologiques importantes chez le rat et la souris qui sont des indicatifs de toxicité
maternelle (Lau et al., 2003). 11 a été¢ démontré que les pesticides comme les
chlorophénols, les acides chlorophénoxy, les organochlorés et les quinones modifient
la fonction de la glande thyroide et réduisent le niveau circulant d’hormones
thyroidiennes (Van den Berg et al., 1991).

De récentes revues de la littérature montrent que méme a faible dose, 1’exposition
prénatale a certains pesticides pourrait conduire a des effets néfastes sur le
développement neurologique des enfants, telle qu’une altération du développement
cognitif ou une diminution du quotient intellectuel (QI) (London et al., 2012). D’autre
part, Raslan et EL-Said (2011) démontrent I’apparition d’un stress oxydatif et des
altérations histologiques chez la progéniture de rats exposés pendant et apres gestation
aux chloropyrifos.

Ainsi, les pesticides peuvent avoir plusieurs effets sur la santé, et de ce fait altérer la
qualité de vie de la femme enceinte et affecter par la suite le développement du foetus.
Les pyrethrinoides, notamment 1’alpha-cypermethrine, sont des insecticides largement
utilisés, mais leur toxicité au cours de la gestation reste encore méconnue.

Le but de notre travail de recherche dans le cadre de cette these de doctorat est
d’évaluer les effets métaboliques et toxiques de I’exposition aux pyrethrinoides,
I’alpha-cypermethrine, au cours de la grossesse. De plus, comme ces insecticides sont
lipophiles et s’accumulent dans le tissu adipeux, leur nocivité peut étre accentuée dans
le cas particulier de la grossesse associée a I’obésité maternelle. Pour cela, nous avons
utilisé le modele animal expérimental, la rate Wistar gestante, obese ou non. L.’obésité
chez la rate gestante est induite par un régime de laboratoire hyper-lipidique et
hypercalorique appelé régime cafeteria.

Ainsi, les objectifs de notre travail sont les suivants:



- déterminer les parametres biochimiques et tissulaires chez les rates Wistar gestantes
nourries avec un régime standard contenant 1’insecticide alpha-cypermethrine a faible
dose.

- analyser le statut oxydant-antioxydant des rates Wistar gestantes nourries avec le
régime contenant I’insecticide alpha-cypermethrine.

Dans ce cas, les effets métaboliques et redox de I'insecticide au cours de la gestation
seront mis en ¢vidence.

- déterminer les parametres biochimiques, tissulaires et la balance oxydante
antioxydante chez les rates gestantes obeses nourries avec le régime cafeteria
contenant I’insecticide alpha-cypermethrine a faible dose.

Dans ce cas, les effets métaboliques et redox de I'insecticide au cours de la gestation
associce a I’obésité maternelle seront analysés.

Nous essayerons dans notre ¢tude d’éclaircir les différentes altérations métaboliques
observées pendant cette période critique de la vie, et voir I’effet nocif de I’insecticide

accentué par 1’obésité au cours de la gestation.
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Les pesticides sont largement répandus dans I’environnement. On sait qu'ils sont
présents dans les aliments, dans 1'eau, dans l'air et dans les sols. On sait moins qu'ils
sont aussi présents dans notre sang, dans nos réserves adipeuses et dans le lait
maternel. Pire, il est maintenant prouvé que le foetus est déja contaminé par les
pesticides que la mére absorbe chaque jour. Les effets a long terme de cette pollution
insidieuse commencent seulement a se manifester avec la baisse de la fertilité
masculine, les malformations a la naissance, ’augmentation de certains cancers, les
perturbations de 1'équilibre hormonal et du développement du systeme nerveux, les
modifications du comportement et la diminution des défenses immunitaires. Et si,
dans les pays riches, le pire est sans doute a venir, dans les pays pauvres le désastre
est quotidien. Les empoisonnements, souvent mortels, sont le lot commun des petits
paysans qui manipulent, souvent sans précautions, des produits dont ils ignorent la
toxicité. C’est pour cela une remise en cause de l'utilisation des pesticides est urgente.
Elle s'impose d'autant plus que les alternatives existent et qu'il ne manque, le plus
souvent, que la volonté des citoyens et des politiques de les mettre en occuvre

(Veillerette, 2002).

1. Pesticides

1.1. Définition

Le mot «pesticide», terme générique, est dérivé des termes latins «caedere» (tuer) et
«pestisy (fléau), et le mot «pest» désigne tout organisme susceptible d’étre nuisible a
I’homme. Les pesticides ont comme caractéristique principale de lutter contre des
organismes nuisibles (animaux, végétaux, champignons) mais ils peuvent aussi
réguler la croissance des végétaux, avoir des propriétés défoliantes ou déssicantes, ou
encore améliorer le stockage ou le transport des produits de culture (Baldi et al.,
2013).

Il existe plusieurs dénominations pour désigner un pesticide a usage agricole: produit
phytosanitaire pour les firmes qui les fabriquent et les vendent, produit
phytopharmaceutique pour la réglementation européenne, produit

agropharmaceutique pour les scientifiques agronomes.

1.2. Composition

Un pesticide est composé de deux types de substances:

- une ou plusieurs substances actives: les substances actives sont définies par la
directive 91/414/CEE du 15 juillet 1991, comme des substances ou micro-organismes,

y compris les virus exercant une action générale ou spécifique sur les organismes
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nuisibles ou sur les végétaux, parties de végétaux ou produits végétaux. Ce sont ces
substances qui conferent au produit 1’effet désiré.

- un ou plusieurs additifs ou adjuvants : ces co-formulants renforcent I’efficacité
(épaississants, solvants, agents mouillants tels que les dérivés du nonylphénol ...)
(substances appétences ...) et la sécurité du produit (répulsifs, vomitifs...). Il peut

aussi y avoir des attractants (Amara, 2012).

1.3. Classification des pesticides
Les pesticides utilisés sont classés en fonction de leur cible biologique:
- Les herbicides, destinés a limiter ’installation d’espéces végétales adventices;
- Les fongicides, destinés a éliminer les champignons;
- Les insecticides, destinés a tuer les insectes ou a empécher le déroulement normal de
leur cycle de vie;
- Les molluscicides, destinés a éliminer les escargots et limaces;
- Les rodenticides, destinés a éliminer les rongeurs;
- Les acaricides, destinés a éliminer les acariens.
Compte tenu de I'usage des différentes molécules actives (destruction ou limitation de
la croissance des organismes biologiques considérés comme ravageurs), celles-ci sont
généralement classées selon leur mode d’action sur les systémes biologiques. Sans
étre exhaustif, le Tableau 1 présente plusieurs des cibles biologiques en fonction des
classes de pesticides.
Un autre systeme de classification tient compte de la nature chimique de la substance
active majoritaire qui compose les produits phytosanitaires, on distingue:
*Les pesticides organiques

» Organochlorés
Organophosphorés
Carbamates

Triazines

Y V VY VY

Urées substituées
» Pyréthrinoides
*Les pesticides inorganiques
En général, ce sont des éléments chimiques qui ne se dégradent pas. Leur utilisation
entraine souvent de graves effets toxicologiques sur [’environnement par
accumulation dans les sols. Le plomb, ’arsenic et le mercure sont fort toxiques.
*Les biopesticides
Ce sont des substances dérivées de plantes ou d’animaux, elles peuvent étre

constituées d’organismes tels que les:



Tableau 1. Exemples de cibles biologiques des pesticides (Casida, 2010)

Herbicides Fongicides Insecticides

Elongases des acides Tubuline Acétylcholinestérase

gras 140-démethylase Canaux sodium

Glutamine synthétase Biosynthese des Récepteurs acétylcholine ou GABA
Tubuline phospholipides Glutamate

Acetolactate synthétase =~ ARN polymérase ATP-synthétase

Photosysteme 11 ATP synthétase NADH déshydrogénase




Moisissures ;
Bactéries ;
Virus ;
Nématodes ;

Composés chimiques dérivés de plantes

Y V. V V V¥V VY

Phéromones d’insectes (Boland et al., 2004).

1.4. Dangers de I’emploi des pesticides a usage agricole

1.4.1. Dangers liés a la santé humaine

Les pesticides, qu’ils soient naturels ou de syntheése (la majorité), sont des produits
biologiquement actifs et donc intentionnellement toxiques pour les organismes cibles.
Du fait de leur dangerosité intrinséque, le contact inopiné de ces substances avec des
cibles non désignées risque d’entrainer des troubles graves pour ces dernieres.
L’homme constitue 'une de ces cibles involontaires du fait qu’il est ’applicateur de
ces substances mais aussi, par exemple, consommateur de ressources alimentaires
contaminées par des résidus. Ces deux contextes d’exposition aux pesticides,
professionnel et environnemental, soulignent deux risques bien différents, le premier
li¢ a des expositions habituellement €levées, le second associé a des expositions
généralement tres faibles mais répétées dans le temps (Multigner, 2005).

Selon un rapport de la Banque mondiale (WB, 2008), 355000 personnes dans le
monde meurent chaque année d’empoisonnement involontaire di a des pesticides.

Les pesticides sont utilisés, non seulement dans 1’agriculture, mais aussi par divers
autres acteurs (industries, collectivités territoriales) ainsi qu’en usage domestique et
vétérinaire. L’ exposition aux pesticides se caractérise donc par une multiplicité des
voies d’exposition, par contact cutané, par ingestion et par inhalation. Plusieurs modes
d’exposition de I’environnement et de I’homme aux pesticides sont représentés dans

la Figure 1.

1.4.1.1. Exposition professionnelle

En milieu professionnel, relativement peu d’études ont été développées pour évaluer
les niveaux de contamination réels des populations lors des traitements ou apres les
traitements (contact avec les cultures traitées par exemple). Il s’agit pourtant d’un
¢lément essentiel a la définition de I’exposition au cours de la vie professionnelle et a
la recherche de relations dose-effet.

Des études sur les agriculteurs qui sont fréquemment en contact avec des mélanges de

pesticides ont révélé des altérations de certains parametres immunologiques et
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Figure 1. Mode d’exposition de ’homme et des milieux par les pesticides (CPP,

2002)
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biochimiques (Aroonvilairat et al., 2015). Les valeurs de TSH, IgE, ALT, AST et
MDA sont les plus élevés (Abou El-Magd et al., 2011).

1.4.1.2. Femmes enceintes ou susceptibles de I’étre

Certains pesticides, des matieres co-formulantes ou des adjuvants, pourraient étre
responsables d’effets adverses lors de I’exposition de la femme enceinte a des stades
particuliers de la grossesse.

Cette phase particuliere ne peut étre négligée dans 1’évaluation des risques liés aux
pesticides. Ces situations particuliéres d’exposition doivent étre étudiées et méritent
une information spécifique des personnes concernées. En Bretagne, une étude a été
effectuer pour voir le niveau d’imprégnation des femmes enceintes aux pesticides et a
révélé qu’il y a présence de traces des pesticides recherchés dans la majorité des
urines des femmes (10 molécules les plus fréquentes sont des métabolites

d’insecticides organophosphorés) (Baldi et al., 2013).

1.4.1.3. Enfants

Les enfants sont considérés par principe comme une sous-population a risque dans la
population générale. Ils peuvent présenter par leur métabolisme, leur taille et leur
croissance, une sensibilité particuliére aux toxiques. Ils ont également des budgets
espace-temps différents des adultes, ce qui conduit & recommander, qu’outre leur
sensibilité, leur exposition soit étudiée spécifiquement (CPP, 2002).

De récentes études démontrent que 1’exposition prénatale aux organochlorés et
pyréthrinoides peut provoquer des atteintes au niveau de la mémoire et la
compréhension chez les jeunes enfants (Wang et al., 2016a), un retard de la croissance
intra-utérine et une augmentation d’un stress oxydatif (Pathak et al., 2011), autisme
(Lyall et al., 2016), et pourrait méme étre associ€ée a un risque accru de tumeurs

cérébrales infantiles (Chen et al., 2016).

1.4.2. Dangers liés a I’environnement

Les pesticides ont été depuis prés d’une cinquantaine d’années mis en évidence dans
tous les compartiments environnementaux qui n’ont subit aucun traitement. Ils ont été
retrouveés dans les eaux de rivieres, les nappes phréatiques, ’air, les eaux de pluie,
mais aussi dans les fruits, les légumes, les céréales et les produits d’origine animale
(Pimentel, 1995).

Une des conséquences environnementales majeures de 1’agriculture intensive actuelle

est la dégradation de la qualité des eaux (Ippolito et al., 2012).
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C'est le manque de sélectivité des pesticides vis-a-vis de leur cible qui provoque la
plupart des effets nocifs pour l'environnement. Les animaux absorbent les pesticides via
la nourriture ou l'eau d'alimentation, via l'air respiré ou a travers leur peau ou leur
cuticule. Ayant franchi diverses barriéres, le toxique atteint les sites du métabolisme ou
est stocké (Van der Werf, 1996). En Guadeloupe, le chlordecone, un pesticide
organochloré employé pour lutter contre le charangon du bananier jusqu’a 1993, est
retrouve tres fréquemment (jusqu’a 90 % des échantillons chez des hommes adultes).
Bien que ce pesticide ne soit plus employ¢, les anciens travailleurs de la banane ayant
été en contact professionnel avec le chlordecone, présentent les concentrations
plasmatiques les plus élevées. La pollution persistante des sols par ce pesticide est a
’origine de la contamination de nombreuses denrées alimentaires locales, animales et
végétales (Figure 2). Cela témoigne de son caractére persistant dans 1’organisme

(Baldi et al., 2013).

1.5. Toxicités des pesticides

1.5.1. Toxicité aigue

L’intoxication aigué se manifeste généralement immédiatement ou peu de temps
(quelques minutes, heures ou jours) apres une exposition unique ou de courte durée a

un pesticide.

1.5.2. Toxicité chronique

L’intoxication chronique survient normalement suite a I’absorption répétée pendant
plusieurs jours, plusieurs mois et méme plusieurs années, de faibles doses de
pesticides qui peuvent s’accumuler dans I’organisme. Elle peut étre aussi le résultat
d’intoxications aigués répétées.

Le nombre d’empoisonnements par les pesticides est estimé a trois millions de cas
tous les ans avec environ 220000 déces. 95% d’empoisonnements mortels par les
pesticides se produisent dans les pays en voie de développement (Dubus et al., 2001).
Quelques notions ont été établies par ’OMS concernant les doses de pesticides:

*Dose journaliére admissible: La DJA d’un produit chimique est une estimation de
la dose de substance active présente dans les aliments ou ’eau de boisson, exprimée
en fonction du poids corporel, qui peut étre ingérée tous les jours pendant la vie
entiere, sans risque appréciable pour la santé¢ du consommateur, compte tenu de tous
les facteurs connus au moment de I’évaluation. Elle est exprimée en milligrammes de

produit chimique par kilogramme de poids corporel (OMS, 1997).
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Figure 2. Transfert des pesticides dans les compartiments de I’environnement apres

traitement (Bonvallot, 2014)
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*Dose sans effet (DSE): correspond dans les études a long terme, a la dose la plus
¢élevée d’un produit dont I’absorption quotidienne ne provoque aucun effet décelable
chez les animaux soumis a ’expérimentation. La DSE est également exprimée en

milligramme par kilogramme de poids corporel (Derache, 1986).

*Dose de référence aigue (Arfd): établie pour les molécules présentant une toxicité a
court terme qu’un individu ne doit pas dépasser au cours d’un repas ou d’une journée

(Cluzeau et al., 2000).

*La limite maximale de résidus (LMR): est fixée pour chaque substance et chaque
culture, et correspond aux quantités maximales attendues, lorsque le produit
phytosanitaire est utilisé selon les conditions d’emploi préconisées par la
réglementation et les bonnes pratiques agricoles. C’est la concentration en résidus la
plus élevée légalement acceptable pour que les denrées restent commercialisables. La
LMR est généralement exprimée en mg/kg et assortie d’'un délai d’emploi avant

récolte (Cluzeau et al., 2000).

2. Pyrethrinoides et leurs modes d’action

2.1. Définition

Les pyréthroides (ou pyréthrinoides) synthétiques ne sont pas des insecticides tres
récents puisque leur premier représentant, I’alléthrine, a été développé en 1949. Les
premiers composés de cette famille étaient d’origine végétale (le pyrethre), extraits de
fleurs séchées d’une espece de chrysanthéme (Pedigo, 2002), connu depuis des siecles
pour leur activité insecticide. D'abord développé en 1973, les pyréthrinoides sont plus
stables a la lumiere que le pyrethre naturel et possédent une trés bonne activité
insecticide. Chimiquement, les pyréthrinoides sont des esters liposolubles. En
conséquence, il n’existe aucun pyréthrinoide doté de propriétés systémiques
(Delorme, 2002).

Les pyréthroides sont efficaces a tres faibles doses par rapport aux carbamates ou
organophosphorés et sont en général d’une plus grande sécurité d’utilisation pour
I’homme ou les insectes auxiliaires de I’agriculture. L’amélioration progressive des
premicres molécules, en particulier quant a leur stabilité, a permis leur utilisation pour

la protection des cultures (Pedigo, 2002).

2.2. Classification et mode d’action : Ils sont classés en deux types, selon que la
molécule possede un groupe cyano (-CN) ou non, la présence de ce groupe influe sur

le mécanisme d’action toxique. (Tableau 2; Figure 3).
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Les pyréthrinoides de type I provoquent une hyperexcitation et des convulsions chez
les insectes. L action tres bréve des molécules de type I désorganise I’influx nerveux
des neurones sensitifs et moteurs et méme des inter-neurones du systéme nerveux
central.

Les composés de type II sont plutdt responsables d’ataxie. Le blocage prolongé
(plusieurs minutes) des canaux sodiques par les pyréthrinoides de type II entraine une
perte d’excitabilité du neurone.

Dans les deux cas les effets apparaissent tres rapidement (une a deux minutes), c’est
I’effet «knockdown». Ce sont des neurotoxiques qui agissent en retardant ou
empéchant la fermeture des canaux sodiques membranaires le long de 1’axone, ils
perturbent ainsi la transmission de ’influx nerveux au niveau des neurones centraux
ou périphériques (Soderlund, 2012). La perturbation du message électrique le long de
I’axone est responsable de la libération anormale de neurotransmetteurs au niveau
synaptique et donc des effets observés, en particulier sur les mouvements de 1’insecte
(Bloomquist, 1996).

Le mécanisme d'action des pyréthrinoides chez les vertébrés est similaire a celui des
insectes, principalement au niveau du systeme nerveux. Deux syndromes
d'intoxication aigué distincts sont décrits chez les mammiféres, en particulier les rats.
Le "syndrome T", qui est essentiellement induit par les pyréthrines naturelles et les
pyréthroides de type I, est caractérisé par des tremblements, une sensibilité extréme
aux stimuli sensoriels, une ataxie, des convulsions et, dans certains cas, la paralysie.
Le "CS-syndromey», principalement induit par les pyréthrinoides de type II, est
caractérisée par une hypersensibilité aux stimuli externes, une choréo-athétose, une
salivation et dans certains cas, la paralysie (Narahashi, 2000).

L’alpha-cypermethrine est utilis¢é pour controler une large gamme d’insectes (en
particulier les Lépidoptéres, Coléopteres et Hémipteres) dans les fruits (y compris les
agrumes), les légumes, la vigne, les céréales, le mais, la betterave, le colza, les
pommes de terre, le coton, le riz, le soja, la sylviculture et d'autres cultures. En santé
publique, elle est utilisée pour contrdler les cafards, les moustiques, les mouches et
d'autres insectes nuisibles. Elle est également utilisée dans la santé animale comme

ecto-parasiticide (OMS, 2009).

3. Effets métaboliques des pesticides

L’utilisation des pesticides peut avoir plusieurs contraintes pour la santé de I’homme
et I’animal. Différentes complications et troubles métaboliques en résultent et ceux
durant toute la vie de I’étre vivant (allant des atteintes intra-utérin jusqu’a l’age

adulte).
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Tableau 2 . Pyréthrines et Pyréthrinoides (Todd et al., 2003)

Pyréthrines Pyréthrinoides de | Pyréthrinoides de
type 1 type 11
Constituants les dérivés de les dérivés de pyréthrine
d’extrait de pyrethre | pyréthrine qui ne qui comprennent un
naturel comprennent pas un groupe cyano et peuvent
groupe cyano et susciter une choreo-
peuvent susciter des athétose et la salivation.
tremblements
Pyréthrine [ Allethrine Cyfluthrine
Pyréthrinell Bifenthrine Cyhalothrine
Cinetrin I Permethrine Cypermethrine
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Figure 3. Mode d’action des Pyréthrinoides sur les neurones (Hénault-Ethier, 2016)
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3.1. Effets métaboliques des pesticides au cours de la grossesse

L’exposition aux agents chimiques pendant des périodes précoces de la vie peut avoir
des effets déléteres a long terme (Zhang et al., 2012).

Les pesticides peuvent avoir des conséquences sur ’homme et la femme en phase de
conception et leurs effets apparaissent plus tard chez leur descendance.

Des preuves scientifiques ont montré les effets néfastes des produits chimiques
environnementaux toxiques pour la reproduction humaine, en particulier pendant les
périodes critiques et sensibles du développement tels que la grossesse. Ils peuvent
avoir plusieurs

répercussions sur la santé qui peut se manifester a travers toute la vie de I'individu et
éventuellement étre transmis aux générations futures (Zota et al., 2013).

L’exposition aux produits chimiques durant la grossesse peut traverser le placenta et
atteindre le foetus (Mitro et al., 2015), et en conséquence les prochaines générations
sont nées « pré-polluées » (National Cancer Institute, 2010).

Les organochlorés sont capables de traverser le placenta et sont détectés dans le sérum
du cordon, le méconium, le placenta et le liquide amniotique. Leur concentration est
plus élevée chez la mére par rapport au cordon ombilical (Mitro et al., 2015).

En Bretagne, ’objectif d’une étude est de mesurer le niveau d’imprégnation des
femmes enceintes aux pesticides, les pesticides recherchés sont a usage agricole ou
non. Les résultats indiquent la présence de traces de ces pesticides dans la majorité
des urines des femmes enceintes (les molécules les plus fréquentes sont des
métabolites d’insecticides organochlorés) (Baldi et al., 2013).

Une étude expérimentale sur des rats wistar gestante a montré la présence de
concentrations détectables de cypermethrine dans le liquide amniotique (Bossi et al.,
2013). Mais, également son métabolite a €té trouvé a des concentrations ¢élevées dans
I’urine maternelle. Le fait que la cypermethrine a été trouvée dans le liquide
amniotique est en quelque sorte surprenant, en raison de son caractére lipophile, le
produit doit étre retenue dans le tissu adipeux, comme observé chez des rats exposés
(Crawford et al., 1981b). Une explication possible est que le composé peut étre libéré
dans la circulation sanguine maternelle et pénétré dans l'environnement du feetus
(Miller et al, 2012). Les pyréthrinoides ont été détectés a de tres faibles
concentrations dans le sérum du cordon et du sérum maternel chez les femmes
enceintes et les nouveau-nés, ce qui suggere que certains pyréthrinoides non

métabolisés peuvent également atteindre le compartiment foetal (Yan et al., 2009).
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Parmi les effets néfastes des pesticides au cours de la gestation, les plus couramment
notés sont les avortements spontanés, les malformations congénitales, et la diminution
du poids de naissance ou de la durée de gestation.

L'exposition prénatale aux pesticides est une préoccupation du grand public, parce
que le cerveau du feetus se développe rapidement dans I'utérus au cours de cette
période de développement critique, ce qui peut avoir des effets durables sur le
développement neurologique (Silver et al., 2016). De plus, la plupart des pesticides
utilisés sont prouvés ou présumées toxiques pour le développement foetal.

Le cerveau du nourrisson et du feetus se développent rapidement, ce qui les rend
vulnérables aux effets a long terme des pesticides (Garcia et al., 2005), puisqu’ils sont
capables de traverser le placenta (Bradman et al, 2003), et que les enzymes de
détoxification chez le foetus sont trés faibles (Eskenazi et al., 2008). Ces deux points
augmentent la sensibilité du foetus aux pesticides.

L’affectation de la progéniture par les pesticides ou leurs métabolites peut étre induite
par plusieurs voies, soit par passage a travers le placenta, a travers le cordon ombilical
ou encore par le biais du lait maternel au cours de I’allaitement.

Mansour et Mossa (2010) ont déduit que le chlorpyrifos (CPF) est distribué dans les
tissus de la progéniture au cours de ’allaitement, causant des dommages oxydatifs et
un dysfonctionnement hépatique et rénal chez les ratons males et femelles. Il a été
rapporté que le lait de rat contient 11-15% de matiere grasse, ce qui permet de
transporter les produits toxiques lipophiles par formation de petits globules lipidiques
(Dorman et al., 2001). Par conséquent, le lait a une capacit¢ d’accumuler ces
substances toxiques lipophiles. Dans des études précédentes, il a été rapporté que le
lait maternel contenait 200 fois plus de pesticides que le sang maternel (Mattsson et
al., 2000).

L’exposition a la deltaméthrine affecte le systeme reproducteur des souris males et
ceci par l’altération de la densité totale des spermatozoides, leur motilité et leur
morphologie (Ben Slima et al., 2016).

Les études transversales s’adressant aux pyréthrinoides, réalisées exclusivement en
population consultant pour infécondité, tendent & montrer des associations avec des
atteintes spermatiques. D’autres études toxicologiques réalisées chez les rongeurs

soutiennent la toxicité testiculaire du fenvalerate (Baldi et al., 2013).

3.2. Pesticides et stress oxydatif
Les xénobiotiques constituent une source importante des espéces oxygeénés activées
(EOA), qui sont produits dans 1’organisme au cours des processus métaboliques

normaux impliquant I’oxygene. Les EOA sont libérées au cours d’un certain nombre
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de réactions métaboliques comme la respiration cellulaire, les processus de
biosynthese, de la biodégradation et la biotransformation des xénobiotiques et lors de
la phagocytose. 1l existe environ 60 réactions enzymatiques qui utilisent 1’oxygene
comme substrat et en résultent la formation des EOA (Ojha et al., 2011).

Cependant, leurs concentrations peuvent augmenter de maniére significative par
I’exposition a différentes toxines environnementales produite a partir de 1’industrie,
I’agriculture et la pollution. Dans les circonstances normales, les EOA sont
neutralisées par les antioxydants endogénes et il existe un équilibre entre les EOA et
les antioxydants présents. La superoxide dismutase SOD et la catalase CAT sont
connus pour jouer un réle important dans la neutralisation des EOA. La SOD catalyse
la destruction du radical superoxyde en H,0O,, tandis que la CAT réduit le H,O; en eau
et oxygeéne pour maintenir I'homéostasie cellulaire. En outre, la glutathion-s-
transférase GST joue un role essentiel dans le processus de désintoxication. Lorsque
cet équilibre est rompu a cause d’un épuisement des antioxydants et/ou une surcharge
en EOA, une altération de la physiologie cellulaire est a I’origine de différents états
pathologiques. C’est ce qu’on appelle un état de stress oxydatif. Les EOA sont des
especes transitoires, en raison de leur forte activité chimique qui entraine une
oxydation accrue des lipides et une production des peroxydes lipidiques, une
oxydation des protéines et leurs dégradations, et peuvent dans les cas extrémes
atteindre I’ADN et provoquer des dommages irréversibles.

Un certain nombre d’études ont démontré des effets génotoxiques et cancérigénes de
la deltaméthrine chez les mammiferes et les non mammiferes (Ismail et Mohamed,
2012). Pour de nombreux pesticides, I'induction d’un stress oxydant est l'un des
principaux mécanismes de leur action. L'exposition chronique a la deltaméthrine a
causé des atteintes neurologiques (Hossain et Richardson, 2011). Le mécanisme de
ces faits pathologiques peut étre provoqué par la libération de radicaux libres et
I’induction de la peroxydation lipidique. Aussi, Abdel-Daim et al. (2013) démontrent
que les atteintes hépatorénales causées par I’exposition a la deltaméthrine peuvent étre
attribuées aux stress oxydatif provoqué par la génération des EOA. Beaucoup
d’études ont démontré que la permethrine est un perturbateur endocrinien qui, a forte
dose, induit un stress oxydant, des dommages de I’ADN ainsi qu’une génotoxicité au
niveau de la moelle osseuse et une perturbation du systéme immunitaire (Baldi et al.,
2013).

L'administration de la cypermethrine a 80 mg / kg a été déterminée pour avoir causé
des dommages oxydatifs d'intensité variable dans différents tissus et organes (Kanbur
et al., 2016). Les changements dans le foie et les reins ont €té attribués aux effets

néfastes des EOA générées au cours de la biotransformation et I’élimination des
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pesticides (Kanbur et al., 2016). Aussi, I’activité de SOD et GST et le taux de GSH
hépatique chez des souris exposées aux cypermethrine (1/10 DLsy) diminuent
significativement, ce qui explique l’effet oxydatif de ce pesticide induisant
I’épuisement ou le dépassement du systéme enzymatique antioxydant (Mossa et al.,
2015).

Les résultats obtenus lors d’une étude sur les poissons, révelent que la cypermethrine
peut les affecter en induisant un stress oxydatif au cours de l'ontogenese (Dawar et al.,
2016). Jezierska et al. (2009) ont suggéré que les pyréthrinoides pénétrent la
membrane de ’ceuf du poisson et perturbent le processus de développement en
modifiant les mécanismes biochimiques et moléculaires et provoquant finalement la
mort de I’embryon.

Le métabolisme des pyréthrinoides se produit a I’aide du cytochrome et les produits
métaboliques sont éliminés du corps, principalement dans les urines (Morgan, 2012).
Un niveau élevé de radicaux libres est générée au cours du métabolisme de la
cyperméthrine (Tiwari et al., 2010), et ces composés hautement actifs conduisent au
développement d’un stress oxydatif (Mignini et al., 2013).

L’exposition prénatale aux pesticides peut étre a I’origine d’une programmation d’un
stress oxydatif chez la descendance. En effet, dans 1’étude de Raslan et El-Said
(2011), les auteurs ont détecté une augmentation significative de 1’oxyde nitrique
(NO), et des peroxydes lipidiques, associée a une diminution significative du GSH et
SOD dans différentes régions du cerveau de la progéniture.

Des auteurs estiment que Lambda-cyhalothrine (LCT) (un pesticide de la famille des
pyrethrinoides) est dangereux pour le bon déroulement de la grossesse (en termes de
qualité de la grossesse, du nombre d'implants utérins, de I'indice d'implantation et de
la mort foetale) (Ratnasooriya et al., 2003).

Une exposition prolongée a de faibles doses de LCT aboutit au développement d’un
stress oxydatif chez des rates gestantes et leurs progénitures, avec une diminution des
taux d’enzymes antioxydants et une élévation de la peroxydation lipidique. Ce stress
oxydatif est trés accentué chez la progéniture au cours de I’allaitement et tant a
diminuer avec le sevrage des ratons (Tukhtaev et al., 2012).

Toutes ces informations précédentes mettent en évidence que le stress oxydatif est

I’un des modes d’action importants des pesticides dans I’organisme.

3.3. Pesticides et accumulation
Les principales interrogations concernent aujourd’hui les effets a long terme des
expositions aux pesticides sur la santé, y compris a de faibles doses d’exposition. Des

maladies susceptibles d’étre liées a des expositions répétées et chroniques font 1’objet
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de plusieurs études et devront attirer I’attention des chercheurs et scientifiques, surtout
avec le probléme de I’accumulation de ces produits chimiques dans les tissus de
I’organisme.

Le régime alimentaire est une principale voie d'exposition aux pyréthrinoides chez les
personnes non exposées professionnellement, en particulier des aliments contenant
des résidus de pyréthrinoides exemples les 1égumes et fruits (Todd et al., 2003).

En France, une étude est réalisée sur I'imprégnation de la population frangaise a
certaines substances actives appartenant a trois familles d’insecticides : les
organochlorés, les organophosphorés et les pyréthrinoides. Les mesures de
concentrations sériques et urinaires (molécules meres et métabolites) indiquent que les
organochlorés tels que les isomeres du lindane, le DDT et le DDE, sont présents a
I’état de traces chez la quasi-totalité des sujets de 1’étude. Le lindane est détecté chez
7 % des individus. Les dialkylphosphates, métabolites communs a de nombreux
insecticides organophosphorés, sont présents dans plus de 90 % des échantillons
urinaires. Les métabolites des pyréthrinoides (5 métabolites mesurés) sont trouvés
dans plus de 80 % des échantillons (Baldi et al., 2013). Comme [’utilisation de la
plupart des molécules d’organochlorés a pratiquement disparu en France et en Europe
dans les usages agricoles et domestiques, I’imprégnation de la population générale est
essentiellement d’origine alimentaire via la consommation de poissons, viandes, lait et
produits laitiers par suite de la bioaccumulation de ces molécules dans les graisses
animales, la chaine alimentaire (Bradman et al., 2007).

Des études chez le rat ont montré que la cyperméthrine est rapidement métabolisée et
¢liminée plus de 99% en quelques heures, mais 'accumulation de cyperméthrine et de
ses conjugués d'acides gras dans le tissu adipeux, le cerveau et le foie a été signalée
(Marei et al., 1982).

Chez des rats ayant regqu une dose unique orale de cypermethrine ou alpha-
cypermethrine a (2mg/kg), les concentrations tissulaires les plus élevées ont été
trouvées dans les tissus graisseux, suivie par la peau, 1’élimination des différents
tissus est rapide, mais concernant le tissu adipeux la demie-vie d’élimination de la
cypermethrine et de l’alpha-cypermethrine a €té¢ prolongé (10-40jours). D’autres
études a doses répétées chez le rat ont confirmé que la cypermethrine s’accumule au
niveau de la graisse, avec une accumulation moins importante au niveau du plasma, le
foie et les reins (Mueller et al., 2006).

Plusieurs organochlorés (dont le chlordane et le DDT, dichloro-diphenyl-
trichloroethane) ne sont plus utilisés depuis longtemps dans de nombreux pays mais
leurs métabolites comme 1’oxychlordane ou le DDE, persistent dans 1’environnement

et s’accumulent dans la chaine alimentaire. A titre d’exemple, le DDE s’accumule
22



fortement dans le tissu adipeux (coefficient de partition tissu adipeux/sang de 400/1)
(Muhlebach et al, 1991). Il en résulte que certaines concentrations seraient
supérieures a 10 uM chez I’Homme dans certaines cellules notamment adipocytaires
(supérieures, en comparaison, aux concentrations sanguines) (Mullerova et Kopecky,
2007).

Les résultats d’une récente étude ont montré qu'il y avait des taux importants de
pesticides (prétilachlor, DDT, lindane, chlorpyrifos, diazinon, malathion,
bioalléthrine, a cyprmethrine et  cyfluthrine) dans les échantillons de méconium des
nouveau-nés de mére exposées aux pesticides dans le domaine agricole ou non (EL-
Baz et al, 2015). Le Méconium et les cheveux peuvent indiquer l'exposition
cumulative, tandis que le liquide amniotique est un indicateur de l'exposition foetale

aigué aux xénobiotiques (Kavvalakis et Tsatsakis, 2012).
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MATERIEL ET NETHODES




1. Protocole expérimental

L’étude est réalisée sur des rats femelles de type « Wistar » élevés a ’animalerie au
niveau du département de Biologie, Faculté des sciences de la Nature et de Vie et des
Sciences de la Terre et de 1’Univers, Universit¢ ABOU BEKR BELKAID de
Tlemcen. L’élevage est effectué dans une piece éclairée 12h par jour, et dont la
température est maintenue constante (22 a 25°C). Les animaux ont un acces libre a la

nourriture et I’eau.

1.1. Choix du pesticide

Une enquéte préliminaire sur les insecticides les plus vendus et les plus demandés par
les agriculteurs est réalisée aupres des vendeurs de pesticides et de produits agricoles
dans la région de Tlemcen. Cette enquéte montre que les insecticides les plus utilisés
sont de la famille des pyréthrinoides. Afin d’imiter 1’exposition humaine, nous avons
choisi de tester un insecticide de la famille des pyréthrinoides, 1’alpha-cyperméthrine,
a faible dose chez des rates gestantes obeses ou non. Nous avons utilisé¢ la dose
journaliere admissible (DJA), qui est de 0,02 mg/kg/jour (Codex alimentarius, 2003).
Dans ces conditions expérimentales, nous évitons les doses toxiques et létales qui
induisent la mort des rats. Les rats recevant I’insecticide a la dose DJA sont maintenus
en vie, ce qui permet de les suivre a long terme. La structure et le poids moléculaire

de ’alpha-cypermethrine sont mentionnés dans le Tableau 3.

Tableau 3. Propriétés physicochimiques de I’insecticide utilisé

Propriétés physicochimiques

Fonction Insecticide
Formule brute C22H19CI2NO3
Nom chimique [cyano-(3-

phenoxyphenyl)methyl](1R,3R)-3-(2,2-
dichloroethenyl)-2,2

dimethylcyclopropane-1-carboxylate

Famille chimique Pyréthrinoide

Structure chimique O/ ’

Masse moléculaire 416,297 g/mol
Mati¢re active Alpha-cyperméthrine
Solubilité 0,01mg/1
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1.2. Préparation de 'insecticide et des régimes

L’insecticide, 1’alpha-cyperméthrine, est solubilisé dans 1ml d’huile de tournesol et
est incorporé par la suite au régime alimentaire des rats (le régime standard ou le
régime cafeteria), selon le poids corporel du rat en respectant la DJA
(0,02mg/kg/jour).

Le régime cafeteria est utilis¢ pour induire 1’obésité chez le rat. Ce régime cafeteria
est composé de 50% de régime standard et de 50% de mélange : saucisse- biscuits
secs — fromage- chips- chocolat- cacahuétes dans les proportions 2 :2 :2 :1 :1 :1 selon
le protocole de Darimont et al. (2004). Il s’agit d’un régime hypercalorique et
hyperlipidique, provoquant une hyperphagie suivie d’une hypertrophie du tissu
adipeux d’ou I’installation de I’obésité chez le rat. La composition du régime cafeteria
ainsi que celle du régime standard sont données dans le Tableau 4.

Les rats femelles sont soumis aux différents régimes pendant un mois avant
I’accouplement. Ensuite, le régime est maintenu au cours de la gestation. Quatre lots
de rats femelles sont alors constitués:

- Un lot témoin consommant le régime standard commercial (TS);,

- Un lot témoin insecticide consommant le régime standard commercial supplémenté
par I’insecticide a la dose DJA (T1);

- Un lot obese consommant le régime cafeteria (CS);

- Un lot obese insecticide, consommant le régime cafeteria supplémenté par
I’insecticide a la méme dose DJA (CI).

Chaque matin, chaque rat femelle regoit 15 g de régime standard ou cafeteria sans
insecticide ou expérimental avec insecticide. Apres contrdle de la consommation de la
totalité d’aliment, les rates recoivent 25 g de régime standard ou cafeteria sans
pesticide jusqu’au lendemain matin. Cette opération permet d’éviter les pertes
d’aliment et de contrdler la quantité de pesticides consommés par les rats. Le poids
corporel et la quantité de nourriture consommeée sont notés quotidiennement.

Apres un mois de régime, les rates des quatre lots sont accouplées avec des rats
Wistar méles. Le 1% jour de gestation est déterminé par la présence de spermatozoides
sur le frottis vaginal des femelles. Les rates gestantes sont placées dans des cages
individuelles, continuent de recevoir le méme régime que celui consommé avant la
gestation et sont suivies jusqu’a la mise-bas. A la mise-bas, les nouveau-nés sont

peses.

2. Sacrifices et prélévements de sang et d’organes
A la mise-bas, les rates sont anesthésiées au sodium pentobarbital (60 mg/kg de poids

corporel) et sont sacrifiés apres 12h de jeline. Le sang est prélevé par ponction dans
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Tableau 4. Composition des régimes consommés par les rats

Composition Régime
(% pondéraux)

Cafeteria Standard commercial
Protéines totales 20 20
Glucides totaux 30 55
Lipides totaux 30 6
Fibres 8 6
Humidité 8 8
Minéraux 3 4
Vitamines 1 1
Acides gras (%)
AGS 42 27
AGMI 30 24
C18:2 n-6 27 45
C18:3 n-3 1 3
C20:4 n-6 0 1

La composition des régimes est réalisée au laboratoire de Produits naturels, Faculté

SNVTU, Université¢ de Tlemcen. La composition en acides gras des régimes est

déterminée par HPLC (Laboratoire UPRES lipides, Faculté Gabriel, Dijon, France).

AGS : acides gras saturés; AGMI : acides gras mono-insaturés, C18:2 n-6 : acide

linoléique; C18:3 n-3: acide alpha-linolénique; C20:4 n-6 : acide arachidonique.
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I’aorte abdominale. Une quantité de sang prélevé est récupérée dans des tubes a
EDTA et l'autre partie est recueillie dans des tubes secs.

Les échantillons prélevés sur tubes EDTA sont centrifugés a 3000 tr/min pendant 15
minutes. Le plasma est prélevé pour le dosage des parametres du stress oxydatif. Le
culot contenant les érythrocytes est lavé plusieurs fois avec de ’eau physiologique,
puis les cellules sont lysés par addition de I’eau distillée glacée et incubation pendant
15 minutes dans la glace. Les débris cellulaires sont éliminés par centrifugation a
5000 tr/min pendant 5 minutes. Le lysat est par la suite récupéré afin de doser les
parametres du stress oxydatif intracellulaire.

Apres coagulation du sang prélevé sur tubes secs, et centrifugation a 3000 tr/min
pendant 15 minutes, le sérum est récupéré et conservé a -20°C en vue du dosage des
différents parametres biochimiques. Les dosages du glucose et de la vitamine C se
font sur du sang frais le jour méme du sacrifice.

Apres le prélévement sanguin, le tissu adipeux viscéral, le foie, le muscle, le cerveau
et les reins sont soigneusement prélevés, rincés avec du NaCl a 9%, ensuite pesés.
Les homogénats tissulaires sont préparés par broyage des organes dans le tampon PBS

(pH=7.4) et passage aux ultrasons.

3. Description des méthodes utilisées

3.1. Dosage du cholestérol total

Le dosage du cholestérol total est réalisé par la méthode enzymatique (kit BioAssay
Systems, Hayward, CA, USA), sur le sérum, ainsi que sur I’homogénat d’organes. La
réaction consiste a libérer le cholestérol de la liaison ester par la cholestérol-estérase,
et d’oxyder le cholestérol libre non estérifié par la cholestérol-oxydase. L’indicateur
est une quinonéimine formée a partir du peroxyde d’hydrogene et de la 4-
aminophénazone, sous l’action catalytique de la peroxydase. La concentration en
quinonéimine colorée est mesurée a 505 nm. Elle est proportionnelle a la

concentration en cholestérol total présent dans I’échantillon.

3.2. Dosage des triglycérides

Les triglycérides sont dosés par méthode enzymatique (kits BioAssay Systems,
Hayward, CA, USA) sur le sérum, ainsi que sur I’homogénat d’organes. Les
triglycérides sont dosés apres hydrolyse enzymatique par des lipases en glycérol et
acides gras libres. L’indicateur est une quinonéimine formée a partir de peroxyde
d’hydrogene, de la 4- aminoantipyrine et du 4-chlorophénol sous ’action catalytique

de la peroxydase. Le taux des triglycérides est déterminé a une longueur d’onde de
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505 nm. La concentration en quinonéimine est proportionnelle a la concentration

totale en triglycérides présents dans 1’échantillon.

3.3. Dosage du glucose

Le glucose sérique est déterminé par la méthode enzymatique colorimétrique (kits
BioAssay Systems, Hayward, CA, USA). En présence du glucose oxydase, le glucose
est oxydé en acide gluconique et peroxyde d’hydrogene. Ce dernier en présence de la
peroxydase et du phénol, oxyde un chromogeéne (4-aminoantipyrine) incolore en un
colorant rouge a structure quinoneimine. L’absorption est mesurée a 505 nm et

I’intensité de la coloration est proportionnelle a la concentration en glucose.

3.4. Dosage des protéines totales

Les protéines totales sériques sont dosées par la méthode colorimétrique de Biuret
(Kit CHRONOLAB). Les protéines forment avec les ions cuivriques, en milieu
alcalin, un complexe coloré dont I’intensité est proportionnelle a la concentration en

protéines. L’absorption est mesurée a 540 nm.

3.5. Dosage de I’urée

L’urée sérique est dosée par méthode colorimétrique et enzymatique (Kit
CHRONOLAB). La réaction consiste en une réaction enzymatique couplée a une
réaction colorée.

L’enzyme uréase hydrolyse I'urée en produisant de I’ammonium (NH4") et des ions
carbonates (COs;”). Les ions ammonium réagissent en milieu alcalin avec du
salicylate et de I’hypochlorite pour former un indophénol coloré en bleu. La

coloration est catalysée par le nitroprussiate, et la lecture se fait a 600 nm.

3.6. Dosage de I’acide urique

L’acide urique sérique est dosé par méthode colorimétrique et enzymatique (Kit
CHRONOLAB). L’enzyme uricase oxyde 1’acide urique en allantoine et peroxyde
d'hydrogéne, qui sous l'influence de la peroxydase, 4-aminophenazone (4-AP) et 2-4
dichlorophenol sulfonate (DCPS) forme un composé de quinoneimine rouge. La

lecture se fait a 520nm.
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3.7. Dosage de la créatinine

Le dosage de la créatinine sérique se fait par méthode colorimétrique selon le kit
CHRONOLAB. En milieu alcalin, la créatinine forme avec le picrate un complexe
coloré en jaune orange. La vitesse de développement de la coloration est mesurée a

une longueur d’onde égale a 500 nm.

3.8. Dosage des protéines tissulaires

Le dosage des protéines tissulaires est déterminé sur les homogénats d’organes selon
la méthode de Lowry et al. (1951) qui combine une réaction au biuret et une réaction
au réactif de Folin-Ciocalteu. En milieu alcalin, le complexe formé par les ions Cu >
et les groupements tyrosine et tryptophane des protéines est réduit par le réactif de
Folin. La coloration bleue développée est proportionnelle a la quantité de protéines
de I’échantillon. La lecture se fait a une longueur d’onde de 689 nm. La concentration
en protéines des €chantillons est calculée a partir d’'une gamme étalon réalisée avec
une solution mere d’albumine bovine sérique (BSA, Sigma Chemical Company, St

Louis, MO, USA).

3.9. Détermination du statut oxydant /antioxydant

3.9.1. Dosage de la vitamine C

La vitamine C est dosée selon la méthode de Jacota et Dani (1982) sur le plasma en
utilisant le réactif de Folin et une gamme d’acide ascorbique. Apres utilisation de
I’acide trichloroacétique TCA a 10% pour précipiter les protéines et centrifugation, le
Folin est ajouté au surnageant. La vitamine C réduit le réactif en donnant une
coloration jaune. L’intensit¢ de la coloration a une longueur d’onde de 769 nm
représente la concentration en vitamine C présente dans 1’échantillon. La
concentration de la vitamine C est déduite a I’aide d’une courbe étalon d’une solution

d’acide ascorbique.

3.9.2. Détermination de I’activité enzymatique antioxydante catalase (CAT ; EC
1.11.1.6)

L’activité de la catalase est mesurée au niveau du lysat érythrocytaire par analyse
spectrophotométrique du taux de la décomposition du peroxyde d’hydrogene selon la
méthode d’Aebi (1974). En présence de la catalase, la décomposition du peroxyde
d’hydrogéne conduit a une diminution de 1’absorption de la solution de H,O; en
fonction du temps. Le milieu réactionnel contient la source enzymatique (lysat
érythrocytaire), le H,O, et le tampon phosphate (50 mmol/l, pH 7,0). Aprés

incubation de 5 minutes, le réactif Titanium oxyde sulfate (TiIOSO,) est ajouté. La
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lecture se fait a 420 nm. Les concentrations du H,O, restant sont déterminées a partir
d’une gamme étalon de HyO; a des concentrations de 0,5 a 2 mmol/l.

Le calcul d’une unité d’activité enzymatique est :

A =log A;- log A,.

Al est la concentration de H,O, de départ

A2 est la concentration de H,O; apres incubation (au bout de 5 minutes)

L’activité spécifique est exprimée en U/min/ml de lysat érythrocytaire ou U/g Hb.

3.9.3. Dosage de I’activité de la Superoxyde dismutase (SOD; EC 1.15.1.1)

L’activité de cette enzyme est mesurée selon la méthode d’Elstner et al. (1983). Le
principe est basé sur la réaction chimique qui génére I’ion superoxyde (O%) & partir de
I’oxygene moléculaire en présence d’EDTA, de MnCl, et du mercaptoéthanol.

L’oxydation du NADPH est liée a la disponibilité des ions superoxyde dans le milieu.
Dés que la SOD est ajoutée dans le milieu réactionnel, elle entraine 1’inhibition de
I’oxydation du NADPH. Le milieu réactionnel contient le lysat érythrocytaire, le
tampon phosphate et le réactif hydroxylamine chloride - antraquinone - diaphorase.
Le mélange est ensuite incubé avec le NADPH pendant 15 minutes a température
ambiante. Par la suite, le réactif sulfanilamide - HCI - naphtylethyléne diamine est
ajouté. La lecture se fait a 540 nm, apres incubation de 20 minutes. La gamme

d’activité est réalisée avec la SOD étalon.

3.9.4. Dosage de glutathion réduit

Le dosage du glutathion réduit (GSH) est réalisé dans le lysat érythrocytaire et les
homogénats d’organes par la méthode colorimétrique utilisant le réactif d’Ellman
(DTNB) (Ellman, 1959). La réaction consiste a couper la molécule d’acide
5,5dithiodis-2-nitrobenzoique (DTNB) par le GSH, ce qui libére [’acide
thionitrobenzoique (TNB).

L’acide thionitrobenzoique (TNB) a pH (8-9) présente une absorbance a 412 nm avec

un coefficient d’extinction égal a 13,6 mM™.cm™.

3.9.5. Détermination des protéines carbonylées

Les protéines carbonylées du plasma, du lysat érythrocytaire ou d’homogénats
d’organes (marqueurs de 1’oxydation protéique) sont mesurées par la réaction au 2,4-
dinitrophénylhydrazine selon la méthode de Levine et al. (1990). La réaction aboutit a
la formation de la dinitrophényl hydrazone colorée.

Les concentrations des groupements carbonylés sont déterminées par lectures a 350 et

375 nm et calculées selon un coefficient d’extinction (g = 21,5 (mmol/l. cm ™).
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3.9.6. Détermination du malondialdéhyde

Le malondialdéhyde (MDA) est un marqueur représentatif de la peroxydation
lipidique. Le MDA plasmatique, érythrocytaire ou tissulaire est mesuré selon la
méthode de Draper et Hadley (1990). Apres traitement par I’acide a chaud, les
aldéhydes réagissent avec 1’acide thiobarbiturique (TBA) pour former un produit de
condensation chromogénique consistant en 2 molécules de TBA et une molécule de
MDA. L’absorption intense de ce chromogene se fait a une longueur d’onde de 532
nm. La concentration du MDA est calculée en utilisant le coefficient d’extinction du

complexe MDA-TBA (e = 1,56 x 10° mol™ .Lem™ & 532 nm).

4. Détermination des activités enzymatiques

4.1. Détermination de I’activité de la lipoprotéine lipase (LPL; EC 3 .1.1.34)
L’activité lipase est déterminée a partir du niveau d’hydrolyse des triglycérides d’un
substrat

synthétique en mesurant la quantité d’acides gras libérés par titrimétrie selon la
technique PH -STAT (Taylor, 1985; Tietz et al., 1989). Une émulsion d’huile d’olive
(20 mL) et de gomme arabique (16,5 g) solubilisées dans H,O (165 mL) est préparée
par sonication (3 fois 45 minutes). Le substrat synthétique contient 2.4 mL
d’émulsion, 300ul d’une solution de sérum albumine bovine (a 4% dans du tampon
tris/HCl) et 300 pl de sérum humain chauffé a 56°C (source d’apoprotéine C2,
activateur de la LPL). 100 uL. de substrat synthétique sont incubés avec 100 uL
d’homogénat d’organes (source enzymatique) dans 3 mL de tampon NaCl 100
mmol/L, CaCI2 5 mmol/L ; PH 8, a température ambiante et sous agitation pendant 5
minutes. Apres incubation, le PH du milieu (devenu acide suite a la libération des
AGL) est ramené a sa valeur initiale par addition de NaOH 0,05 mol/L. Le volume de
NaOH versé est alors noté et correspond apres conversion au nombre d’acides gras
libérés. Une unité lipase est la quantité¢ d’enzyme qui permet la libération d’une

micromole d’acide gras en une minute.

4.2. Détermination de I’activité de la lipase hormono-sensible (LHS ; EC 3.1.1.3)
L’activité lipolytique est mesurée quantitativement selon la méthode décrite par
Kabbaj et al.

(2003). Cette activité est dosée avec I’ester p-nitrophényle-butyrate (PNPB),
hydrolysé en présence de la lipase en p-nitrophénol et ’acide butyrique. La libération
du p-nitrophénol se traduit par I'apparition d’une coloration jaune détectée a 400 nm.

Les homogénats de tissu adipeux sont incubés avec le PNPB dans le tampon (0,1 M
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NaH2PO4, pH 7,25, 0,9% NaCl, 1 mM dithiothreitol) a 37°C pendant 10 minutes. La
réaction est stoppée par addition d’un mélange méthanol / chloroforme / heptane
(10/9/7). Apres centrifugation a 800 g pendant 20 minutes, les solutions sont incubées
pendant 3 minutes a 42°C. L’absorbance lue a 400 nm permet de calculer la
concentration en utilisant un coefticient d'extinction molaire de 12,75 10° M cm* pour
le p-nitrophénol. Une unité enzymatique est la quantité d'enzyme capable de libérer
une umole de p-nitrophénol par minute et par mg de protéines.

La lipase hormonosensible (LHS) est I’enzyme du tissu adipeux qui hydrolyse les
triglycérides de réserve (lipolyse périphérique), et libere dans le sang des acides gras
libres. La libération adipocytaire de glycérol et d’acides gras est principalement

dépendante de la LHS (LARGE et al., 2004).

4.3. Détermination de I’activité de I’enzyme glycérol 3 phosphate déshydrogénase
(GPDH; EC 1.1.1.8)

L’activité de la GPDH est mesurée par une méthode spectrophotométrique (Wise &
Green, 1979). Le principe de ce dosage est basé sur la transformation de la
dihydroxyacetone phosphate en glycérol 3 phosphate par la GPDH. Pour une mole de
substrat transformée, une mole de NADH est oxydée. Le milieu réactionnel contient
le tampon Tris/HCI (100 mM, pH 7,5), EDTA (2,5 mM), NADH (0,12 mM), 0,2 mM
dihydroxyacetone phosphate et 0,1 mM mercaptoethanol. La réaction est déclenchée
par I’ajout de la source enzymatique (homogénat de tissu adipeux). La variation
d’absorbance a 340 nm da a la disparition du NADH dans le milieu est suivie pendant
2 minutes. Cette disparition se traduit par une diminution de la densité optique (DO).
Les blancs sont réalisés en remplagant le substrat dihydroxyacetone phosphate par
I’eau déminéralisée. La cinétique de disparition du NADH permet de déterminer
I’activité enzymatique de la GPDH. L’activité de la GPDH est exprimée en nmol
NADH oxydé/min/mg de protéines, utilisant le coefficient d’extinction du NADH a
340 nm (e = 6,22 10° M cm™).

4.4. Détermination de Dactivité de I’enzyme acide gras synthétase (FAS; EC
2.3.1.85)

L'activité enzymatique FAS est déterminée en suivant 1’oxydation malonyl CoA-
dépendante du NADPH a 37°C, ce qui correspond au suivi au spectrophotomeétre de
la disparition du NADPH a une longueur d'onde de 340 nm, selon la méthode
d’Agheli et al. (1998). Le milieu réactionnel contient ’homogénat du tissu adipeux
(source de I’enzyme FAS), du NADPH (0,1mM) et acetyl-CoA (25 nM) dans 100

mM tampon potassium phosphate, pH 6,5. La réaction est initiée par addition de
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malonyl-CoA (10 mM). L’activité FAS est déterminée en suivant les modifications de
I’absorbance a 340 nm. Une unité de Iactivité enzymatique FAS représente 1 umol

de NADPH oxydé par minute a 37°C.

4.5. Détermination de Dactivité de I’enzyme acyl coA déhydrogénase (EC
1.3.99.3)

L’activité de l’acyl coA dehydrogenase est mesurée en utilisant le phenazine
methosulfate et le 2,6 dichloroindophenol (DCIP) comme accepteurs d’électrons
intermédiaire et final, avec le palmitoyl-coA comme substrat selon la méthode de Hall
et al. (1978). Le milieu réactionnel contient le 2,6 dichloroindophenol (2 mM), le
tampon potassium phosphate (0,05 M, PH 7,5), le phenazine methosulfate (10 mM)
et ’homogénat du tissu adipeux. La réaction est déclenchée par addition du palmitoyl-
CoA (500 pM). La réaction de réduction du DCIP est suivie pendant 10 minutes et
I’absorbance est mesurée a 600 nm. L’activité enzymatique est exprimée en
nanomoles de DCIP réduit par minute par g de tissu ou par mg de protéines, en

utilisant le coefficient d’extinction du DCIP a 600 nm (21 mmol L—1 cm—1).

4.6. Détermination de D’activité enzymatique des transaminases (TGO ou AST,
TGP ou ALT)

Les transaminases permettent le transfert du groupement aminé d’un acide aminé sur
un acide o cétonique. L’acide aminé est alors transformé en acide cétonique
correspondant et I’acide o cétonique en acide aminé. Les deux principales réactions de
transamination sont catalysées par les transaminases glutamo-oxaloacétique (TGO) et
glutamo-pyruvique (TGP).

La détermination des activités enzymatiques des transaminases au niveau sanguin
permet d’apprécier I’atteinte tissulaire et la cytolyse, notamment au niveau hépatique.
La méthode utilisée pour déterminer ces activités enzymatiques repose sur la réaction
enzyme-substrat couplée au NADH/H+, selon le kit (Randox Laboratories Ltd, Co
Antrim, UK). L’enzyme transaminase catalyse le transfert du groupe amine de
’aspartate (pour la TGO) ou de I’alanine (pour la TGP) vers 1’oxaloglutarate avec
formation de glutamate et d’oxaloacétate (pour la TGO) ou du pyruvate (pour la
TGP). Les mesures sont effectuées a 1’aide de réactions couplées pour permettre
I'utilisation du coenzyme NADH/H+ dont on mesure la diminution d’absorbance.
Ainsi, ’oxaloacétate est réduit en malate ou le pyruvate en lactate grace a des
déshydrogénases (MDH ou LDH) couplées a NADH/H+. La vitesse d’oxydation du
NADH est proportionnelle a D’activité enzymatique des transaminases. Elle est

déterminée par la diminution de I’absorbance a 340 nm.
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4.7. Détermination de I’activité enzymatique de la phosphatase alcaline (ALP)
L’activité de la phosphatase alcaline est déterminée par la méthode enzymatique
colorimétrique (kit Randox Laboratories Ltd, Co Antrim, UK). L’ALP catalyse
I’hydrolyse du p-nitrophenyl phosphate a pH 10,4 qui aboutit a la libération du p-
nitrophenol et du phosphate selon la réaction suivante :

ALP
p-nitrophenylphosphate + H20 ———»p-nitrophenol+phosphate
Le taux de p-nitrophenol formé est suivi a 405 nm et est proportionnel a 1’activité de

la phosphatase alcaline présente dans 1’échantillon.

S. Analyse statistique

Les résultats sont exprimés en moyenne * écart-type. Les résultats sont en premier
temps testés pour la distribution normale en utilisant le test de Shapiro—Wilk. Les
données qui ne sont pas distribués normalement sont transformées de fagon
logarithmique. Les données sont analys€es en utilisant une analyse de variance
(ANOVA) pour déterminer les différences entre les différents lots, avec un niveau de
signification de p <0,05. Lorsque des changements significatifs sont observés dans les
tests ANOVA, le test multiple de Tukey est appliqué pour localiser la source des
différences significatives. Un test «t» de Student est utilisé pour analyser la
signification des changements entre deux groupes, pour confirmer les résultats
obtenus par le test Tukey.

Ces calculs sont effectués par le Logiciel STATISTICA version 4.1 (StatSoft).
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LEVLTATET INTERPRETATION




1. Poids corporel des rates et leurs nouveau-nés, gain pondéral, consommation
alimentaire et apport énergétique (Tableau 5)

A la fin de I’expérimentation, soit a la mise-bas, le poids corporel (g) et le gain
pondéral (g) des rates sont significativement différents dans les 4 lots étudiés
(ANOVA, P =0,001). Les rates obéses nourries au régime cafeteria ont un poids
corporel et un gain pondéral significativement plus importants en comparaison avec
les lots témoins. La supplémentation par I’insecticide alpha-cyperméthrine, a la dose
DJA de 0,02mg/kg/jour, provoque une augmentation significative du poids corporel et
du gain pondéral aussi bien chez les rates témoins (TI versus TS) que chez les rates
obéses (CI versus CS); les valeurs les plus importantes sont obtenues chez les rates
CL

La nourriture ingérée (g/j/rat) est significativement plus élevée chez les rates obéses
(CS, CI) que celle des témoins (TS, TI), marquant ainsi ’effet hyperphagique du
régime cafeteria. De ce fait, I’apport énergétique est plus élevé chez les rates nourries
par le régime cafeteria. Le traitement par ’insecticide n’affecte pas la quantité de
nourriture ingérée ni I’apport énergétique, aussi bien chez les témoins (TI versus TS)
que chez les obéses (CI versus CS).

Le poids des nouveau-nés de rates obéses nourries au régime cafeteria est
significativement supérieur au poids de la progéniture des rates témoins. La
supplémentation par I'insecticide alpha-cyperméthrine n’affecte pas le poids des

nouveau-nés des deux lots.

2. Poids des organes chez les rates (Tableau 6)

Les poids du foie et du tissu adipeux sont significativement plus élevés chez les rates
obeses comparées aux rates témoins. Le traitement par [’insecticide alpha-
cyperméthrine n’affecte pas le poids du foie aussi bien chez les rates témoins que chez
les rates obéses. Cependant, ce traitement par I’insecticide induit une augmentation
significative du poids du tissu adipeux dans les deux lots. Les poids du muscle, du
cerveau, des reins, du poumon, de la rate et du coeur sont similaires entre les quatre
groupes de rats, et ne sont affectés ni par le régime ni par le traitement par

I’insecticide.

3. Paramétres biochimiques chez les rates

3.1. Teneurs sériques en glucose, protéines totales, urée, acide urique et
créatinine chez les rates (Figure 4 et Tableau A1 en annexe)

Les teneurs sériques en glucose sont significativement différentes pour tous les lots de

rates. Une élévation significative du taux sérique de glucose est notée chez les rates
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Tableau S. Poids corporel des rates et leurs nouveau-nés, gain pondéral,

consommation alimentaire et apport énergétique

TS TI CS CI P
(ANOVA)

Poids corporel (g) 297.87+1727¢ 361,87+£22,07° 394.37421,96° 451,75+19,00* 0,001
Gain pondéral (g) 100,02+12,55¢  160+11,56° 198.14+15° 250,74+17.25* 0,003
Consommation 30,45+3,72° 31,2242,53° 50,58+2.24° 49.57+3.21° 0,020
alimentaire (g/J)

Apport énergétique 107,80+10,11° 110,52+12° 237,73+£15,33%  232,98+18.04* 0,004
(Kcal/J)

Poids nouveau-né (g) 5,55+0,46° 5,64+32° 7,66+0,47° 7.454+0,38° 0,030

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, a partir de 8 rates par lot. TS: lot témoin

consommant le régime standard; TI: lot témoin insecticide consommant le régime standard

supplémenté par 1'insecticide alpha-cyperméthrine a la dose DJA de 0,02mg/kg/jour; CS: lot obése

consommant le régime cafeteria; CI: lot obese insecticide, consommant le régime cafeteria

supplémenté par I'insecticide a la méme dose DJA.

Apres vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro — Wilk), la comparaison des

moyennes entre les différents groupes de rates est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette

analyse est complétée par le test Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux.

Les différences significatives entre les différents lots sont marquées par des lettres différentes (a,b,c.d).
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Tableau 6. Poids des organes chez les méres

TS TI CS CI P
(ANOVA)
Foie (g) 8,52+0,87° 10,64£1,03°  15,74+1,19° 16,44=£1,02°  0.030
Tissu adipeux (g) 2.65+0.30° 3.88+0,43°  4.53+0.27° 5,76+0,37° 0.008
Muscle (g) 2,04+0,20° 2,29£0,36°  2,35+0,19° 2,40£0,22° 0,161
Cerveau (g) 2,2240,15° 2,39£0,22°  2,35+0,34° 2,52+0,36° 0,132
Reins (g) 2,460,197 2,69£0,27°  2,60+0,13° 2,64£0,11° 0,158
Poumon (g) 2,19+0,06° 2,2240,09°  2,2440,05° 2,20£0,04° 0,125
Rate (g) 1,7240,11° 1,98+0,33°  1,93+0,27° 1,98+0,31° 0,210
Ceeur (g) 1,730,11° 1,78£0,10°  1,85+0,08° 1,78+0,08° 0,143

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, a partir de 8 rates par lot. TS: lot témoin
consommant le régime standard; TI: lot témoin insecticide consommant le régime standard
supplémenté par 1'insecticide alpha-cyperméthrine a la dose DJA de 0,02mg/kg/jour; CS: lot obése
consommant le régime cafeteria; CI: lot obese insecticide, consommant le régime cafeteria
supplémenté par I'insecticide a la méme dose DJA.

Apres vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro — Wilk), la comparaison des
moyennes entre les différents groupes de rates est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette
analyse est complétée par le test Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux.

Les différences significatives entre les différents lots sont marquées par des lettres différentes (a,b,c.d).
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obéses par rapport aux témoins, qu’elles soient traitées ou non a I’insecticide (CS
versus TS ou CI versus

TI). Aussi, les rats expérimentaux (TI ou CI) traités par D’alpha-cypermethrine
présentent une augmentation significative du taux sérique en glucose par rapport a
leurs témoins respectifs (TS ou CS).

Concernant les teneurs sériques en protéines totales, aucune différence n’est observée
entre les différents lots (ANOVA, P=0,153), quelque soit le régime ou le traitement.
Les rates obéses CS montrent des teneurs sériques en urée et en créatinine similaires a
celles des témoins TI. Par contre, les teneurs sériques en acide urique sont plus
¢élevées chez les rates CS comparées aux TS. Le traitement par I’insecticide provoque
une augmentation significative de ’'urée, I’acide urique et la créatinine sériques chez
les lots de rats expérimentaux en comparaison avec leurs témoins qu’ils soient obese
ou non (TI versus TS ou CI versus CS). Les valeurs les plus élevées sont observées

chez les rates CL

3.2. Teneurs sériques en lipides chez les rates (Figure S et Tableau A1 en annexe)
On note une augmentation hautement significative des teneurs sériques en cholestérol
et en triglycérides chez les rates obéses comparées aux témoins (CS versus TS ou CI
versus T1). La supplémentation par I’insecticide induit une augmentation significative
des teneurs sériques en lipides aussi bien chez les rates témoins TI que chez les obéses

CI par rapport a leurs homologues respectifs non traités TS et CS.

4. Teneurs en protéines et en lipides des organes (Foie, tissu adipeux, muscle,
cerveau et rein) chez les rates (Tableau 7)

Les contenus en triglycérides du foie, du tissu adipeux, du muscle, du cerveau et des
reins sont significativement plus €levés chez les rates obéses comparées aux témoins.
Le traitement par l’insecticide induit a une accumulation plus importante des
triglycérides au niveau de tous les organes, a I’exception du tissu adipeux ou une
réduction du contenu en triglycérides est notée suite a la supplémentation par
I’insecticide, chez les obeses et les témoins (CI vs CS ou TI vs TS).

Les teneurs en cholestérol tissulaire du foie et du muscle sont plus élevées chez les
obéses (CS, CI) comparés aux témoins (TS, TI). Cependant, les contenus en
cholestérol du tissu adipeux, du cerveau et des reins ne varient pas significativement
entre les rates obéses et leurs témoins. Le traitement par I’insecticide entraine une
¢lévation du cholestérol tissulaire en niveau du muscle, cerveau et rein, mais pas au

niveau du foie et du tissu adipeux.
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Figure 4. Teneurs sériques en glucose, protéines totales, urée, acide urique et
créatinine chez les rates

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, a partir de 8 rates par lot. TS: lot témoin
consommant le régime standard; TI: lot témoin insecticide consommant le régime standard
supplémenté par I'insecticide alpha-cyperméthrine a la dose DJA de 0,02mg/kg/jour; CS: lot obése
consommant le régime cafeteria; CI: lot obese insecticide, consommant le régime cafeteria
supplémenté par I'insecticide a la méme dose DJA.

Apres vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro — Wilk), la comparaison des
moyennes entre les différents groupes de rates est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette
analyse est complétée par le test Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux.

Les différences significatives entre les différents lots sont marquées par des lettres différentes (a,b,c.d).
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Figure S. Teneurs sériques en lipides chez les rates

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, a partir de 8 rates par lot. TS: lot témoin
consommant le régime standard; TI: lot témoin insecticide consommant le régime standard
supplémenté par I'insecticide alpha-cyperméthrine a la dose DJA de 0,02mg/kg/jour; CS: lot obése
consommant le régime cafeteria; CI: lot obese insecticide, consommant le régime cafeteria
supplémenté par I'insecticide a la méme dose DJA.

Apres vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro — Wilk), la comparaison des
moyennes entre les différents groupes de rates est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette
analyse est complétée par le test Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux.

Les différences significatives entre les différents lots sont marquées par des lettres différentes (a,b,c.d).
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Tableau 7. Teneurs en protéines et en lipides (mg/g) des organes (Foie, tissu

adipeux, muscle, cerveau et reins) chez les rates

TS TI CS CI P (aNova)

Triglycéride (mg/g)

Foie 54,5043,50% 91,4442 54° 1424444 37° 164,96+3,68* 0,001

Tissu adipeux 85,02+548°  58,25+1,69¢ 202,70+5,53 ° 169.84+5,76° 0,001

Muscle 30,36£1,86%  81,91+2,96° 62.53+3,11° 111,48+7,24* 0,001

Cerveau 20244277 54,62+4,04° 35,79+4,34° 58,29+2.15% 0,004

Reins 37,79£1,99¢  61,43+3,51° 54,67+3,33° 77,95+2,93% 0,001
Cholestérol (mg/g)
Foie 28,2244 88°  2548+2.80° 43,5943,73 2 38.57+4.88% 0,030
Tissu adipeux 20,1244.9° 21,55%4.56% 22,4443 48 2525+2,09° 0,169
Muscle 15,9742,63%  26,85+2,17° 29.72+1,66° 38,02+41,70* 0,006
Cerveau 18,93+2,72°  24,97+149° 20,05+1,23° 26,14+2.87% 0,010
Reins 14,62+3,83%  31,99+2,59° 16,85+2,19° 33,26£1,07* 0,008
Protéines totales (mg/g)
Foie 142,5244,04°  137+8,06° 235+8,07° 227.8449.62° 0,008
Tissu adipeux 58+5.88" 34,55+2.01° 74,3243,12° 55+4,02° 0,030
Muscle 47.1242,04%  43,1242,33° 66,10+2,15° 62,1244.11° 0,008
Cerveau 60,1542,05%  64,08+4,04° 60,13+3,03° 63,114323% 0,114
Reins 4542.07° 20,27+1,03° 48,25+43,11° 19.25+1,12° 0,005

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, a partir de 8 rates par lot. TS: lot témoin
consommant le régime standard; TI: lot témoin insecticide consommant le régime standard
supplémenté par 1'insecticide alpha-cyperméthrine a la dose DJA de 0,02mg/kg/jour; CS: lot obése
consommant le régime cafeteria; CI: lot obese insecticide, consommant le régime cafeteria

supplémenté par I'insecticide a la méme dose DJA.

Apres vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro — Wilk), la comparaison des
moyennes entre les différents groupes de rates est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette

analyse est complétée par le test Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux.
Les différences significatives entre les différents lots sont marquées par des lettres différentes (a,b,c.d).
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Les contenus en protéines totales du foie, du muscle et du tissu adipeux sont
significativement augmentés chez les rates obeses comparées aux rates témoins
qu’elles soient traitées ou non avec 1’alpha-cypermethrine. D’autre part, ce contenu en
protéines tissulaires diminue significativement au niveau du tissu adipeux et des reins
chez les rats expérimentaux (TI, CI) comparés a leurs homologues non traités par

I’insecticide (TS, CS).

S. Statut oxydant/antioxydant chez les rates

S.1. Marqueurs plasmatiques et érythrocytaires du statut antioxydant chez les
rates (Figure 6 et Tableau A2 en annexe)

Les teneurs en vitamine C plasmatique ne présentent aucun changement entre les
différents lots, et ne sont affectées ni par le régime ni par le traitement par
I’insecticide. L’activité érythrocytaire de la catalase est diminuée significativement
chez les rates obeéses comparées a leurs témoins (CS vs TS ou CI vs TI). Le traitement
par I'insecticide provoque une réduction significative de I’activité catalase chez les
témoins (TI vs TS) et aussi chez les obéses (CI vs CS). Les valeurs les plus basses
sont retrouvées chez les rates CIL.

L’activité de ’enzyme superoxyde dismutase (SOD) est réduite significativement
chez les rates CS et CI comparées a leurs témoins respectifs TS et TI. Les rates
nourries par le régime contenant ’alpha-cypermethrine, qu’il soit standard ou
cafeteria (TI ou CI), présentent une diminution remarquable de ’activit¢ SOD en
comparaison aux rates ne recevant pas Dinsecticide (TS, CS). D’autre part,
I’association obésité et traitement insecticide accentue la diminution de I’activité
SOD, les valeurs les plus basses sont retrouvées chez les rates CI.

Les teneurs érythrocytaires en glutathion réduit (GSH) sont significativement basses
chez les rates obeses CS comparées aux rates TS. Le traitement par I’insecticide induit
une chute significative du taux de GSH aussi bien chez les rates témoins (TI vs TS)

que chez les rates obeses (CI vs CS).

5.2. Marqueurs plasmatiques et érythrocytaires du statut oxydant chez les rates
(Figure 7 et Tableau A3 en annexe)

Les teneurs érythrocytaires et plasmatiques en malondialdéhyde (MDA) sont
significativement augmentées chez les rates obéses comparées a leurs témoins (CS vs
TS ou CI vs TI). Cette augmentation est accentuée chez les rates qui ont subi le
traitement par 1’insecticide (TI vs TS ou CI vs CS).

Les teneurs plasmatiques en protéines carbonylées sont similaires entre les quatre lots

de rates ¢tudiés. Par contre, les teneurs €rythrocytaires en protéines carbonylées sont
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significativement plus €élevées chez les rates obéses comparées aux témoins (CS vs TS
ou CI vs TI). L’alpha-cyperméthrine entraine une élévation significative du taux
érythrocytaire en protéines carbonylées chez les rates témoins (TI vs TS), et chez les

rates obéses (CI vs CS).

5.3. Balance redox du foie et du tissu adipeux chez les rates (Figure 8 et Tableau
A4 en annexe)

Les teneurs en MDA du foie et du tissu adipeux sont significativement augmentées
chez les rates obeses comparées aux rates témoins (CS vs TS ou CI vs TI). Le
traitement par I’insecticide provoque une augmentation significative et plus accentuée
du contenu en MDA hépatique et adipocytaire aussi bien chez les témoins que chez
les obeses (TI vs TS ou CI vs CS). Les valeurs les plus fortes sont notées chez les
rates CL.

Les mémes variations sont notées pour les teneurs hépatiques et adipocytaires en
protéines carbonylées. En effet, ’obésité et le traitement par 1’insecticide provoquent
une augmentation significative des teneurs tissulaires en protéines carbonylées. La
combinaison obésité — insecticide majore 1’élévation des taux de  protéines
carbonylées dans le foie et le tissu adipeux.

Au niveau du foie, le taux en GSH est diminué significativement chez les rates obéses
CS comparées aux rates TS, et chez les rates traitées par I’alpha-cypermétrine TI ou
CI comparées aux rates sans traitement TS ou CS. D’autre part, aucun changement

significatif des taux en GSH n’est noté au niveau du tissu adipeux.

5.4. Balance redox du muscle, du cerveau et des reins chez les rates (Tableau 8)
Les teneurs en MDA du muscle, du cerveau et des reins sont significativement
augmentées chez les rates obeéses comparées aux rates témoins (CS vs TS ou CI vs
TI). Le traitement par I'insecticide provoque une augmentation significative du
contenu en MDA de ces organes aussi bien chez les témoins que chez les obeses (TI
vs TS ou CI vs CS). Les valeurs les plus fortes sont notées chez les rates CI.

Les teneurs en protéines carbonylées du muscle et des reins sont significativement
plus augmentées chez les rates par 1’obésité (CS vs TS ou CI va TI) et par le
traitement insecticide (TI vs TS ou CI vs CS). Au niveau du cerveau, I’obésité
n’affecte pas les teneurs en protéines carbonylées, alors que I’insecticide induit une
¢lévation significative de ces valeurs (TI vs TS ou CI vs CS).

Les teneurs en GSH du muscle ne sont pas affectées par ’obésité, alors que les
valeurs sont diminuées significativement chez les lots traités par ’insecticide (TI vs

TS ou CI vs CS).
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Figure 6. Marqueurs plasmatiques et érythrocytaires du statut antioxydant chez
les rates

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, a partir de 8 rates par lot. GSH : glutathion réduit ;
SOD : superoxyde dismutase; TS: lot témoin consommant le régime standard; TI. lot témoin
insecticide consommant le régime standard supplémenté par 1’insecticide alpha-cyperméthrine a la dose
DJA de 0,02mg/kg/jour; CS: lot obése consommant le régime cafeteria; CI: lot obése insecticide,
consommant le régime cafeteria supplémenté par 1’insecticide a 1a méme dose DJA.

Apres vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro — Wilk), la comparaison des
moyennes entre les différents groupes de rates est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette
analyse est complétée par le test Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux.

Les différences significatives entre les différents lots sont marquées par des lettres différentes (a,b,c,d)
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Figure 7. Marqueurs plasmatiques et érythrocytaires du statut oxydant chez les
rates

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, a partir de 8 rates par lot. MDA : malondialdéhyde;
TS: lot témoin consommant le régime standard; TI: lot témoin insecticide consommant le régime
standard supplémenté par I'insecticide alpha-cyperméthrine a la dose DJA de 0,02mg/kg/jour; CS: lot
ob¢se consommant le régime cafeteria; CI: lot obése insecticide, consommant le régime cafeteria
supplémenté par I'insecticide a la méme dose DJA.

Apres vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro — Wilk), la comparaison des
moyennes entre les différents groupes de rates est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette
analyse est complétée par le test Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux.

Les différences significatives entre les différents lots sont marquées par des lettres différentes (a,b,c.d).
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Figure 8. Balance redox du foie et du tissu adipeux chez les rates

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, a partir de 8 rates par lot. GSH : glutathion réduit ;
MDA : malondialdéhyde; TS: lot témoin consommant le régime standard; TI: lot témoin insecticide
consommant le régime standard supplémenté par 1’insecticide alpha-cyperméthrine a la dose DJA de
0,02mg/kg/jour; CS: lot obése consommant le régime cafeteria; CI: lot obése insecticide, consommant
le régime cafeteria supplémenté par 'insecticide a la méme dose DJA.

Apres vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro — Wilk), la comparaison des
moyennes entre les différents groupes de rates est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette
analyse est complétée par le test Tukey afin de classer ¢t comparer les moyennes deux a deux. Les
différences significatives entre les différents lots sont marquées par des lettres différentes (a,b,c.d).
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Tableau 8. Balance redox du muscle, du cerveau et des reins chez les rates

TS TI CS Cl P
(ANOVA)
MDA (nmol/g)
Muscle 2,63+0,34¢ 6.48+0,49° 3.84+0,35° 9,57+0,51° 0,001
Cerveau 1,48+0,34 ° 4,9540,32 ° 1,90+0,31° 5,97+0,49 ° 0,004
Reins 1,65+0,21° 3,71+0,33° 3,98+0,34° 4,81+0,35° 0,005
Protéines
carbonylées (umol/g
Muscle 2.58+0,20° 8.41+0.80° 6,73+0,51° 8,22+0,48° 0,005
Cerveau 1,66+0,31° 4,55+0,38° 1,7840,35° 4,370,462 0,008
Reins 1,16+0,22¢ 3,56+0,36" 2,8740,19° 4,47+0,20 0,001
Glutathion réduit
(nmol/g)
Muscle 0,31£0,02° 0,18+0,03° 0,32+0,04° 0,16+0,02° 0,005
Cerveau 0,17+0,03 0,15+0,02° 0,18+0,02° 0,17+0,04° 0,163
Reins 0,56+0,04 0,33+0,02° 0,38+0,03° 0,210,02° 0.006

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, a partir de 8 rates par lot. GSH : glutathion réduit ;
MDA : malondialdéhyde; TS: lot témoin consommant le régime standard; TI: lot témoin insecticide
consommant le régime standard supplémenté par 1’insecticide alpha-cyperméthrine a la dose DJA de
0,02mg/kg/jour; CS: lot obése consommant le régime cafeteria; CI: lot obése insecticide, consommant
le régime cafeteria supplémenté par 'insecticide a la méme dose DJA.
Apres vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro — Wilk), la comparaison des
moyennes entre les différents groupes de rates est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette
analyse est complétée par le test Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux.
Les différences significatives entre les différents lots sont marquées par des lettres différentes (a,b,c.d).
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Au niveau du cerveau, aucun changement significatif du taux en GSH n’est noté. Au
niveau des reins, ’obésité et I'insecticide provoquent une réduction significative des

taux en GSH, les valeurs les plus faibles sont observées chez les rates CL.

6. Activités enzymatiques chez les rates

6.1. Activités des enzymes adipocytaires acyl CoA déhydrogénase, acide gras
synthase et G3PDH chez les rates (Figure 9 et Tableau AS en annexe)

Les activités des enzymes adipocytaires acide gras synthase et glycérol 3 phosphate
déshydrogénase (G3PDH) sont significativement augmentées alors que [’activité
adipocytaire de I’enzyme acyl CoA déhydrogénase est significativement réduite chez
les rates obeses CS et CI en comparaison avec leurs témoins respectifs, TS et TL. Le
traitement par I’insecticide n’affecte pas les activités de I’enzyme G3PDH et de
I’enzyme acyl CoA déhydrogénase aussi bien chez les rates témoins que chez les
obeses. Cependant, ce traitement entraine une réduction significative de I’activité de

I’enzyme acide gas synthase chez les témoins et chez les obeses.

6.2. Activités des lipases (Tableau 9)

L’activité de la lipase hormono-sensible du tissu adipeux (LHS) est significativement
¢levée chez le lot de rates obeses nourries au régime cafeteria (CS vs TS). La
supplémentation par I’insecticide induit une réduction significative de I’activité LHS
chez les obeses (CI vs CS) mais pas chez les témoins.

L’activité de la lipoprotéine lipase (LPL) au niveau du foie et du tissu adipeux est
hautement plus élevée chez les obeses en comparaison aux témoins (CS vs TS ou CI
vs TI); par contre, I’insecticide n’affecte pas son activité.

L’activité de la LPL au niveau du muscle, du cerveau et des reins ne présente aucune
variation chez les différents lots de rates, et n’est affectée ni par le régime ni par

I’insecticide.

6.3. Activités sériques des enzymes transaminases (GPT, GOT) et de la
phosphatase alcaline (ALP) (Figure 10 et Tableau A6 en annexe)

L’obésité ne provoque pas de variation significative des activités sériques des
transaminases glutamo-oxaloacétique (TGO) et glutamo-pyruvique (TGP) et de
I’enzyme sérique phosphatase alcaline (ALP) chez les rates CS ou CI comparées a
leurs témoins respectifs TS ou TI. Le traitement par 1’alpha-cypermethrine aboutit a
une augmentation significative des activités sériques des transaminases GPT, GOT et
la ALP, que ce soit chez les rates ob&ses nourries au régime cafeteria (CI vs CS) ou

chez les rates témoins nourris au régime standard (TI vs TS).
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Figure 9. Activités des enzymes adipocytaires acyl CoA déhydrogénase, FAS et
G3PDH chez les rates

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, a partir de 8 rates par lot. FAS : acide gras
synthétase ; G3PDH : glycérol 3 phosphate déshydrogénase; TS: lot témoin consommant le régime
standard; TI: lot témoin insecticide consommant le régime standard supplémenté par I'insecticide
alpha-cyperméthrine a la dose DJA de 0,02mg/kg/jour; CS: lot ob¢se consommant le régime cafeteria;
CI: lot obese insecticide, consommant le régime cafeteria supplémenté par I’insecticide a 1a méme dose
DJA.

Apres vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro — Wilk), la comparaison des
moyennes entre les différents groupes de rates est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette
analyse est complétée par le test Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux.

Les différences significatives entre les différents lots sont marquées par des lettres différentes (a,b,c,d)
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Tableau 9. Activités des lipases chez les rates

TS TI CS Cl P
(ANOVA)

LHS (U/min) 41,46%3,19° 42.25+4 33" 80+6,03 ° 4525+4,62° 0,006
LPL (U/min)

Foie 120+20,69° 150+23,69° 278.75+30,13° 260+£29,28 * 0,030
Tissu adipeux 288.75429.91°  268.75+33.35%  402.5434.71° 418,75433,57° 0,020

Muscle 48,7543.65° 43,7543,48° 46,25+2.79° 45£4.71° 0,147

Cervean 34,05+2,02° 33+3,28° 36,25+4.67° 3543,93° 0,248

Reins 37,5543,35° 35,2542.04° 36,25+2.87° 36,98+4.40° 0,314

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, a partir de 8 rates par lot. LHS: lipase hormono-
sensible; LPL: lipoprotéine lipase; TS: lot témoin consommant le régime standard; TI. lot témoin
insecticide consommant le régime standard supplémenté par 1’insecticide alpha-cyperméthrine a la dose

DJA de 0,02mg/kg/jour; CS: lot obése consommant le régime cafeteria; CI: lot obése insecticide,

consommant le régime cafeteria supplémenté par 1’insecticide a 1a méme dose DJA.
Apres vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro — Wilk), la comparaison des
moyennes entre les différents groupes de rates est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette

analyse est complétée par le test Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux.
Les différences significatives entre les différents lots sont marquées par des lettres différentes (a,b,c.d).
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Figure 10. Activités sériques des enzymes transaminases (GPT, GOT) et de la

phosphatase alcaline (ALP)

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, a partir de 8 rates par lot. GOT: transaminase
glutamo-oxaloacétique; GPT: transaminase glutamo-pyruvique; TS: lot témoin consommant le régime
standard; TI: lot témoin insecticide consommant le régime standard supplémenté par 1’insecticide
alpha-cyperméthrine a la dose DJA de 0,02mg/kg/jour; CS: lot ob¢se consommant le régime cafeteria;
CI: lot obese insecticide, consommant le régime cafeteria supplémenté par 1’insecticide a la méme dose
DJA.

Apres vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro — Wilk), la comparaison des
moyennes entre les différents groupes de rates est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette
analyse est complétée par le test Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux.

Les différences significatives entre les différents lots sont marquées par des lettres différentes (a,b,c.d).
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DISCUSSION



L’utilisation des pesticides a connu une augmentation accrue ces derni€res années,
dans le but d’améliorer et d’optimiser les rendements agricoles. Ce fait a conduit a
leur dissémination dans tous les milieux de I’environnement et pour certains a une
persistance a long terme.

Leur impact négatif sur les différents organismes et I’environnement nécessite une
inquiétude particuliere du grand public. Ils sont en effet fréquemment mis en cause
dans la dégradation de la qualité des eaux douces souterraines et des eaux coticres, de
I’air et du sol, dans la réduction de la biodiversité terrestre constatée dans les zones
agricoles et dans les milieux naturels contaminés ou bien encore dans des cas de
surmortalité des abeilles et de baisse de production des ruches (Aubertot et al., 2005).

En Algérie, I’emploi des pesticides dans I’agriculture est jusqu’a présent le moyen de
protection prépondérant mais leur effet délétére reste encore mal connu ainsi que leur
répercussion sur la santé de ’homme. Par manque d’études et de législation sur ce
sujet, leur application est devenue sans restriction.

Depuis une quarantaine d’années, les pyréthrinoides ont peu a peu remplacé les
insecticides organophosphorés qui eux-mémes substituaient les insecticides
organochlorés. Ils sont un premier choix pour la lutte antiparasitaire et I’augmentation
de la production car ces produits chimiques ont €té considérés comme potentiellement
toxiques pour les mammiferes et les oiseaux mais tres sélective et efficace envers
leurs cibles. Les pyréthrinoides sont des insecticides synthétiques universels, et sont
parmi les produits chimiques les plus couramment utilis€és aujourd’hui (John et al.,
2009). L alpha- cyperméthrine est une molécule fréquemment utilisée de la famille
des pyréthrinoides de type II. Elle est utilisée pour controler de nombreux ravageurs,
y compris les mites et les ravageurs de coton, de soja et d'autres cultures
(Carriquiriborde et al., 2007). En raison de sa faible toxicité pour les mammiféres,
I’alpha-cypermethrine a également été utilisée dans la lutte contre les parasites
domestiques.

Lors de l'administration des pyréthrinoides aux mammiféres, la biotransformation se
fait par hydrolyse de la liaison ester central, et divers attaques oxydatives sur plusieurs
sites, qui finissent par des réactions de conjugaison pour produire un ensemble de
métabolites primaires et secondaires solubles dans l'eau qui subissent l'excrétion
urinaire (Todd et al., 2003).

Pour les pyréthrinoides halogénés (tels que la cyfluthrine, la cyperméthrine, la
perméthrine), un clivage hydrolytique rapide de la liaison ester est suivie d'une
oxydation pour donner des dérivés d'acides carboxyliques et des dérivés de l'acide
phénoxybenzoique (Leng et al., 1997). Ces métabolites sont alors en général

métabolisés et se conjuguent avec d’autres tels que la glycine, le sulfate, et l'acide
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glucuronique (Aprea et al., 1997). 1l existe peu d’informations sur les enzymes
spécifiques impliquées dans le métabolisme des pyréthrinoides, mais il semble que
des carboxylases microsomales et des oxydases situées dans différents tissus sont
engagés dans ce métabolisme.

Le métabolisme des pyréthrinoides assure 1’élimination de ces toxiques, mais il peut
y avoir des fuites et une accumulation dans certains organes, qui peuvent causer a
long terme des perturbations métaboliques allant jusqu’a I’apparition de maladies.
Une évaluation quantitatives des risques devrait prendre en compte les dernieres
études, car les pesticides commencent juste a étre étudiés sous I’angle biocide en
particulier, pour lequel il n’y a encore que treés peu de données. De plus, 1’évolution
dans le temps est un facteur a ne pas négliger. En plus de leur lipophilie, les molécules
pénetrent plus facilement les tissus et sont moins bien métabolisées. On peut les
trouver dans tous les tissus mais ils se concentrent surtout dans les tissus riches en
lipides comme les graisses ou le tissu nerveux (Anadon et al., 1996).

Toutefois, un certain nombre d'études ont suggéré que les pyréthrinoides ont un
potentiel hépatotoxique, cancérigene, neurotoxique et immunosuppresseur chez les
mammiferes (Nasuti et al., 2007).

Puisque les femmes enceintes et les foetus sont cumulativement exposés a de multiples
produits chimiques, ces expositions peuvent interagir les uns avec les autres, et
amplifier les effets négatifs en diminuant la qualité de leur santé¢ (Mitro et al., 2015).
Les femmes obeses sont a risque beaucoup plus élevé de complications de la
grossesse que les femmes de poids normal, puisqu’elles possédent plus de tissu
adipeux susceptible d’accumuler plus de pesticides lipophiles. De plus, il semble que
les feetus de femmes obéses sont programmés pour des complications de santé futures.
En effet, le concept de «programmation» repose sur le fait que toute agression
maternelle survenant pendant des périodes critiques du développement (grossesse et
premiers mois de vie) peut avoir un effet a long terme voire définitif sur I’organisme
avec apparition de pathologies métaboliques chez la progéniture. Aucune étude sur
I’exposition aux pesticides au cours de la gestation en présence de 1’obésité n’a été
réalisée a ce jour, ce qui met en relief ’originalité de cette thése de doctorat.

Les objectifs de notre travail sont d’étudier les effets métaboliques de 1’exposition a
’alpha-cypermethrine au cours de la gestation en présence d’une obésité alimentaire
en utilisant un modele animal, la rate wistar, et d’étudier son impact sur le statut
redox. Notre étude permet d’éclaircir I’effet cumulatif de 1’exposition aux insecticides
a faible dose pendant la gestation associée a I’obésité sur le métabolisme et la balance

oxydante/antioxydante.
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L’obésité expérimentale est induite par le régime cafeteria qui est un régime
hypercalorique et hyperlipidique favorisant une hyperphagie chez ’animal, et par la
suite I’installation d’une obésité.

Nos résultats montrent une augmentation significative du poids corporel des rates
obéses CS comparées aux rates témoins TS, et chez les rates exposées a de faible dose
de I'alpha-cypermethrine, qu’elles soient témoins TI ou obeses CI; le gain pondéral le
plus important est mentionné chez les rates CI. L’augmentation du poids corporel
chez les rates obeses est causée par le régime cafeteria qui est un régime
hypercalorique et hyperlipidique induisant une obésité expérimentale. Ceci est li€ a la
consommation alimentaire et I’apport €nergétique qui sont plus importants chez les
obéses CS ou CI comparées a leurs témoins respectifs (TS et TT). Il est connu que le
régime cafeteria est un régime appétissant induisant une hyperphagie. Bouanane et ses
collaborateurs ont trouvé que le régime cafeteria induit une obésité consécutive a une
hyperphagie observée chez la rate au cours de la gestation et chez les rats en période
postnatale (Bouanane et al., 2009).

L’obésité expérimentale causée par le régime cafeteria explique donc le gain pondéral
important observé chez les rates obéses. Cependant, concernant le lot témoin TI,
I’augmentation du poids corporel n’est pas trés claire mais peut étre expliquée par les
différentes perturbations métaboliques induites par I’exposition aux insecticides
(Baconi et al., 2013). Des études précédentes ont révélés, qu’il y a une élévation du
poids corporel des souris exposées a d’autres pesticides, accompagnée d’une
intolérance au glucose et d’une résistance a I’insuline (Lim et al., 2009). Par contre,
d’autres études montrent qu’il n’y a aucun changement du poids corporel chez les rats
exposeés a la cypermethrine comparés aux témoins (Sayim et al., 2005). Aldana et al.
(2001) rapportent une diminution significative du poids corporel chez des rats exposés
a une forte dose de cypermethrine. Aussi, l’utilisation de lambda cyhalothrine
(insecticide de la méme famille) a induit une diminution du poids corporel, avec
diminution du poids relatif du foie (Fetoui et al., 2009). Les résultats sont donc
contradictoires et semblent étre li€s a la dose utilisée et a la durée de I’exposition aux
pesticides.

Les nouveau-nés des meres obéses présentent les poids les plus importants
comparés a la progéniture de mere témoins. 1l a été démontré, que dans la majorité
des cas, les nouveau-nés de meres obeses sont obeses a la naissance (Merzouk et

al., 2000). Ceci est expliqué par la suralimentation maternelle suite a la

2
consommation du régime cafeteria qui aboutit a un transfert accru des nutriments a
travers le placenta vers le feetus induisant une suralimentation foetale et

augmentation du poids de naissance. Ce phénomeéne est appelé la programmation
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épigénétique. Le statut énergétique maternel est impliqué dans la prédisposition des
enfants a un risque accru d'obésité (Sullivan et al., 20/0).

L’augmentation du poids corporel chez les rates témoins TI et obeses CS et CI est
associ¢e a I’augmentation du poids du tissu adipeux par rapport aux témoins TS. 1l a
été démontré précédemment, que I’augmentation du poids corporel représente une
augmentation du tissu adipeux (Meggs et Brewer, 2007). Concernant les lots exposés
aux insecticides TI et CI, on peut expliquer cette adiposité par le fait, que les
pesticides peuvent induire une différenciation accélérée des adipocytes immatures en
cellules adipeuses matures. Ceci est un mécanisme potentiel du gain pondéral
(Meggs et Brewer, 2007).

Le poids du foie chez les lots de rats obéses CS ou CI est significativement important
par rapport aux témoins, quelque soit ’exposition ou non aux insecticide. Cela
concorde avec les résultats de Milagro et al. (2006) qui montrent que le poids total du
foie est augmenté de 36% chez les rats nourris au régime cafeteria en comparaison
avec un groupe témoin. Nos résultats ne montrent aucun changement significatif du
poids des autres organes (muscle, cerveau, poumon, rate, coeur et reins).

Dans notre travail, le régime cafeteria ainsi que I’exposition a I’alpha-cypermethrine
induisent une élévation significative des teneurs sériques en glucose et en lipides
(triglycérides et cholestérol) chez les rates témoins et obeses CI. Cet effet métabolique
concorde avec I’étude de Yousef et al. (2003) utilisant le méme insecticide.
Elsharkawy et al. (2013) ont rapporté une hyperglycémie et une hypercholestérolémie
chez le rat suite a une exposition de 3 mois a un pesticide d’'une autre famille. Aussi,
une augmentation des valeurs de triglycérides sériques est notée chez des lapins males
exposés a la cyperméthrine aprés six semaines d’expérimentation (Yousef et al.,
2003).

La gestation est caractérisée par d’importantes ajustements physiologiques liés au
développement du feetus et a ’apparition d’un nouveau secteur circulatoire avec un
¢tat de vasodilatation majeur, afin d’améliorer la perfusion du territoire foeto-
placentaire. Pour assurer un apport nutritif plus important au foetus, la sensibilité a
I’insuline change pendant le développement de la grossesse avec installation d’une
insulinorésistance progressive qui conduit a la fin de gestation a une élévation de la
glycémie et des lipides plasmatiques. L’insulinorésistance résulte de 1’action des
hormones placentaires (Ryan, 2003). Les taux sériques en cholestérol, triglycérides et
phospholipides augmentent en fin de grossesse (Kaabachi et al., 1992). Cette
hyperlipidémie est un résultat de ’adaptation métabolique de grossesse, préservant le
glucose pour le foetus (Dejager et al., 1996). Elle est accentuée en cas d’obésité

maternelle. Merzouk et ses collaborateurs (2000) ont démontré des niveaux sériques
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en triglycérides et en cholestérol nettement plus élevés chez des femmes enceintes
obeses.

En cas d’exposition aux pesticides, 1’augmentation du taux de glucose reflete
probablement une mobilisation accrue de glucose (Veerappan et al., 2012), due a la
réduction de la sécrétion d'insuline en raison de l'action destructrice de la
cyperméthrine sur les cellules béta des ilots Langerehans du pancréas (Eraslan et al.,
2008), ou a une déficience de la fonction hépatique, ce qui réduit la glycogenese
(Bhatti et al., 2014) et la stimulation de la gluconéogenése hépatique et la
glycogénolyse (Bhanu et Deepak, 2015).

L’hyperglycémie résulte de la résistance a l'insuline qui est le lien pathologique entre
'obésité et plusieurs troubles métaboliques souvent appelés syndrome métabolique.
Bien que de nombreux facteurs soient impliqués dans la pathogenése de la résistance
a l'insuline, un apport alimentaire €levé en acides gras saturés semble étre un facteur
important (Cnop, 2008; Sampey et al., 2011). Les régimes occidentaux riches en
graisses saturées provoquent 1’obésité, la résistance a l'insuline et augmentent les
niveaux des acides gras libres circulants; et contribuent a l'activité insuffisante des
cellules-B chez les individus génétiquement prédisposés. Les acides gras libres
provoquent 1’apoptose des cellules-p et peuvent ainsi contribuer a la perte progressive
de ces cellules et au diabéte de type 2. Le stress du réticulum endoplasmique a
également été proposé comme un mécanisme de liaison de I’obésité induite par
l'alimentation riche en graisses avec la résistance a l'insuline (Cnop, 2008). D’autre
part, l'exposition chronique de la cellule béta a des concentrations importante de
glucose provoque un stress oxydatif accompagné d’une détérioration dans
I’expression du gene de I'insuline qui en résulte une diminution remarquable de
I’insuline (Robertson et al., 1992).

Aussi, le glucose est converti en glucose -6-phosphate par I’action de I'hexokinase
pour rejoindre la voie de la glycolyse. Au cours d’une hyperglycémie chronique,
I'hexokinase est saturée, et par conséquent, le glucose est accumulé dans les tissus
périphériques et dans la cellule béta du pancréas. Un niveau élevé de glucose dans les
cellules béta peut activer les voies de signalisation apoptotiques (Burg, 1995).

Il est connu que les adipocytes sécretent de nombreux médiateurs pro-inflammatoires
(Deng et Scherer, 2010), tels que le facteur de nécrose tumorale (TNF-a) et
l'interleukine-6 (IL-6) qui ont un impact sur I'ensemble du corps, y compris le foie, le
muscle et les cellules adipocytaires. En outre, de nombreux ¢léments ont montré que
l'activation chronique des voies pro-inflammatoires dans les cellules cibles peut

favoriser la résistance a l'insuline. Ces mécanismes peuvent expliquer les anomalies
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observées chez les lots de rates obeses présentant une hyperglycémie accentuée par
I’effet de I’insecticide.

Nos résultats montrent que les rates sous régime cafétéria présentent une
augmentation de l'adiposité et un phénotype analogue au syndrome métabolique
caractérisé par une hyperglycémie, une hyperlipidémie et un stress oxydatif, en accord
avec les études précédentes (Bouanane et al., 2010). De plus, dans notre travail, ces
altérations sont encore plus accentuées chez le lot obese exposé a I’insecticide
marquant 1’effet perturbateur de 1’alpha-cypermethrine, méme a faible dose.

Plusieurs études expérimentales se sont intéressées aux effets des pesticides sur le
profil lipidique et les parametres lipoprotéiques (Zama et al., 2005). L’administration
orale de lindane, un pesticide organochloré, induit chez le rat Wistar une
hépatotoxicité et une modification du profil lipidique qui se manifeste par une
augmentation du taux de cholestérol, des triglycérides plasmatiques et celle des
VLDL et des LDL avec une diminution non significative du taux de HDL (Sharma et
al., 2010).

L’hypercholestérolémie causée par 1’utilisation des pesticides peut étre liée a
différents mécanismes touchant les voies de synthese ou de catabolisme. Il est
intéressant de souligner que le chlorpyrifos (un pesticide organophosphoré) a comme
cible les enzymes clés liées au métabolisme des lipides (Quistad et al., 2006).
L'augmentation du taux de cholestérol sérique peut étre attribuée a la perturbation du
métabolisme des lipoprotéines, comme a €té démontré pour d’autres pesticides (Rai et
al., 2009).

Dans notre étude, le taux en cholestérol est augmenté chez les rates obeses au niveau
de tous les organes a I’exception du tissu adipeux. Il est percevable que 1’alpha-
cypermethrine accentue ces augmentations chez les obeses. L’¢lévation de la synthese
du cholestérol hépatique chez les rats expérimentaux par rapport a leurs témoins peut
étre interprétée par I’exces d’acétyl-coA provenant de I’hyperglycémie observée chez
ces rats.

Les résultats d’une étude précédente montrent que la cyperméthrine a provoqué une
augmentation significative des taux plasmatiques de lipides totaux, de cholestérol, de
triglycérides (TG), des lipoprotéines de faible densité (LDL) et des lipoprotéines de
tres basse densité (VLDL), tandis que les lipoprotéines de haute densité (HDL) ont
diminué (Youcef et al., 2003). Par contre, I’étude d’ Abdel-Rahim et al. (2009) montre
une diminution du taux des triglycérides, de cholestérol, des lipides totaux et des
phospholipides chez des rats traités par la cypermethrine, ce pesticide altere aussi les

parametres lipoprotéiques et I'indice atherogénique.
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Nous observons aussi que le taux des TG augmente au niveau du foie, du muscle, du
cerveau et des reins chez les rates obeses, et cette augmentation est plus significative
chez les rates nourries aux régimes contenant 1’alpha-cypermethrine, ce qui n’est pas
le cas du tissu adipeux qui présente une diminution du taux de TG chez les lots
traités. L’accumulation de triglycérides dans les organes est justifiée par une
surproduction de triglycérides par le foie suite a une augmentation du flux de glucose
et d’acides gras libres au foie et /ou une diminution du catabolisme par inhibition de
la lipoprotéine lipase (LPL).

Ainsi, ’hypertriglycéridémie hépatique induite par les pesticides peut étre expliquée
par I’exces de synthese des triglycérides hépatiques. La réduction des TG dans le tissu
adipeux peut étre expliquée par la réduction de I’activité LPL ou alors augmentation
de l’activité de la lipase hormonosensible (LHS) avec lipolyse accentuée. Les
pesticides peuvent perturber le profil hormonal et enzymatique.

Des changements importants dans le profil métabolique lipidique ont été observés au
niveau du cerveau, du foie et des bronches chez le poisson Tilapa mossambica sous
une exposition chronique a des concentrations sub-létales de la cyperméthrine.
L’augmentation des lipides totaux, de lipase et d'acides gras libres avec diminution de
la teneur en glycérol suggere l'utilisation simultanée de la lipogénese et la lipolyse
lors d'un stress causé par I’insecticide. Le taux des phospholipides a diminué, tandis
que la teneur en cholestérol a augmenté dans tous les tissus suite a la toxicité de la
cyperméthrine (Reddy et al., 1991).

Du fait de la faible capacité d’autorégulation oxydative des substrats lipidiques, un
exces d’apport lipidique est en majeure partie stocke dans le tissu adipeux entrainant a
long terme une augmentation de la masse adipeuse et son dysfonctionnement, ce qui
induit des conséquences dramatiques dans différents tissus (Gauvreau et al., 2011).
Kim et al. (2000) ont établi que ’accumulation des triglycérides dans le muscle et le
foie est liée a I'insulino-résistance, provenant d’une perturbation de la signalisation
insulinique dans ces tissus. Cela peut expliquer I’augmentation significative du taux
de TG hépatique chez les rates expérimentaux par rapport aux témoins.

L’étude de Chiali et al. (2013) révele une augmentation de la synthése des graisses par
le foie induit par le pesticide metribuzine. Cette €lévation peut étre attribuée a une
inhibition de l'activité de 'enzyme lipase plasmatique et hépatique (Goldberg et al.,
1982). Pour I’équipe de Unger (2003), seul le tissu adipeux est prévu pour accumuler
des TG (enzymes et récepteurs spécifiques pour ce stockage), si d’autres tissus en
accumulent (graisse ectopique), leur fonction serait altérée. Une étude sur des rats
nourris avec un régime riche en graisses suggere que l'accumulation de graisse

ectopique est un meilleur indicateur de la résistance a l'insuline (Lim et al., 2009).
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De nombreuses substances chimiques a faible concentration influencent le
métabolisme, en diminuant ou en augmentant 1’activité normale des enzymes (Ekinci
et Beydemir, 2009). La Lipoprotéine Lipase (LPL) est une enzyme clé de I’hydrolyse
des triglycérides des chylomicrons et des VLDL. La LPL est synthétisée par le coeur,
le muscle squelettique, le tissu adipeux, les glandes mammaires, les macrophages, la
rate, le poumon et le rein (Pulinilkunnil et Rodrigues, 2006). La LPL catalyse
I’hydrolyse des triglycérides et des phospholipides des VLDL et des chylomicrons en
acides gras non estérifiés et en 2-monoacylglycérol pour 'utilisation tissulaire. Aprés
I’hydrolyse, les lipoprotéines diminuent de taille et deviennent des remnants de
chylomicrons ou de VLDL (Merkel et al., 2002).

Nos résultats montrent une augmentation de l’activité de la LPL adipocytaire et
hépatique chez les rats obéses par rapport aux témoins quelque soit 1’exposition a
I’insecticide, ce qui est en accord avec les études de Eckel et Yost (1987) et de
Bessesen et al. (1991) qui ont montré que 1’obésité chez ’homme et chez les rongeurs
est caractérisée par une augmentation de I’expression de la LPL par I’adipocyte, ce
qui facilite la synthése des TG a partir des AGL, et participe ainsi a I’exces du tissu
adipeux. L’augmentation de I’activit¢ de la LPL adipocytaire chez les rats
expérimentaux peut étre aussi due a I’hyperglycémie observée chez ces rats. En effet,
Ong et Kern (1989) ont montré que le glucose in vitro augmente l’activité et la
synthese de la LPL par les adipocytes en culture. L’augmentation des triglycérides au
niveau de foie et du tissu adipeux peut étre expliquée par ’augmentation de la LPL
hépatique et adipocytaire. Les Rats obeses affichent €galement l'accumulation des
triglycérides dans le muscle malgré une activité de la LPL musculaire normale,
comme indiqué précédemment (Dourmashkin et al., 2005).

Dans notre étude, I’exposition a 1’alpha-cypermethrine n’a aucun effet sur ’activité de
la LPL, par contre, d’autres pesticides ont provoqué des perturbations du métabolisme
lipidique démontrées par une augmentation significative de la LPL musculaire,
adipocytaire et intestinale, confirmant ainsi 1’augmentation des TG au niveau du
muscle et 'intestin (Chiali et al., 2013).

La LHS est une enzyme capable d’hydrolyser les TG, les diglycérides ainsi que le
cholestérol (Langin, 2000). La régulation de son activit¢ se fait par des
phosphorylations sur des résidus sérines via la PKA et la PKG (Mazzucotelli et
Langin, 2006). Des agents lipolytiques a action rapide (catécholamines, peptides)
provoquent cette phosphorylation. Tandis que, I’insuline induit une déphosphorylation
de la LHS et entraine ainsi I’inactivation de ’enzyme (Miyoshi et al., 2006). Nos
résultats montrent que la LHS est augmentée chez les obéses, mais son taux a

diminué chez les obeses traités par ’insecticide. Ces anomalies peuvent étre induites
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par un autre mécanisme di a ’accumulation de pesticide dans les adipocytes. Ainsi,
I’expression de la LHS est réduite chez les obéses d’apres certains auteurs, ce qui
n’est pas en accord avec nos résultats. Une déficience de la lipolyse et une expression
réduite de la LSH dans les adipocytes sont observées dans l'obésité¢ (Eldeeb et al.,
2013). Langin (2005) a observé une relation entre la baisse de la capacité lipolytique
stimulée et la baisse de I’expression de la LHS dans des adipocytes de sujets obeses
différenciées en culture primaire. Dans notre travail, I’augmentation de la LHS chez
les rates obeses se fait suite a I’augmentation de la LPL suite & un mécanisme
régulateur permettant au tissu adipeux de se protéger contre I’accumulation excessive
en TG.

Chiali et ses collaborateurs (2013) ont mentionné 1’augmentation du taux LHS aprés
I’exposition aux pesticides. Dans notre travail, malgré 1’élévation de I’expression de
la LHS, les taux de TG au niveau du tissu adipeux restent élevés chez les rates obeses,
indiquant une synthese dépassant la dégradation. Néanmoins, 1’élévation de la LHS
peut facilement expliquer la réduction du cholestérol au niveau du tissu adipeux en
présence de I’insecticide.

Concernant la Glycerol 3phosphate dehydrogenase (G3PDH), nous avons noté son
augmentation chez les rates obéses comparés aux témoins, et que l’insecticide n’a
provoqué aucun changement de cette activité. Benkalfat et ses collaborateurs (2011)
ont mentionné que la progéniture de rates obéses nourris au régime cafeteria présente
une augmentation du poids du tissu adipeux et de son contenu en TG accompagné de
I’élévation des enzymes de stockage a savoir la LPL et la G3PDH. Ces résultats
concordent avec d’autres études précédentes (Rolland et al., 1996). Cela est expliqué
par la contribution de I’hyperglycémie qui est compatible avec le taux élevé de
I’activit¢ G3PDH, puisque le glucose peut étre utilis€é pour la lipogenése de novo
apres estérification des acides gras avec du glycérol 3-phosphate (Haugen et al.,
2007). L’augmentation de la G3PDH est expliquée aussi par une €lévation du taux
d’adiponectine qui stimule I’absorption du glucose (Benkalfat et al., 2011).

Aussi, nos résultats montrent que la FAS est significativement élevée chez les lots
obéses, mais 1’exposition a I’alpha-cypermethrine a diminué son activité aussi bien
chez les rates témoins qu’obéses. Ceci est compréhensible vue son réle important
dans la lipogenése et ’apparition de 1’obésité. L’élévation de I’activité de la FAS est
supportée par 1I’état d’hyperglycémie observé chez les rats obéses puisque le glucose
est la principale source d'acétyl-CoA qui est nécessaire pour la synthése des acides
gras. Nos résultats concordent avec ceux de Bouanane et al. (2010) qui indiquent que
la progéniture de rats obeses avait présenté une augmentation de ’activité de la FAS

accompagné d’une diminution de l'acyl-CoA déshydrogénase. La surproduction de
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VLDL et l'augmentation des lipides hépatiques sont des caractéristiques connues de
l'obésité, et sont une conséquence directe de l'hyperinsulinémie et d’une hyper
lipogenese hépatique (Bioletto et al., 2000). Il a ét€¢ démontré précédemment que
I’augmentation de la sécrétion d'acides gras, I'augmentation de la lipogenése de novo
ou la diminution de l'oxydation des acides gras dans le foie pourrait conduire a
'accumulation de TG et a la stéatose hépatique (Postic et Girard, 2008), ce qui peut
expliquer nos résultats.

Il a été suggéré que l’alimentation des rates par un régime cafeteria induit une
réduction permanente de la [B-oxydation hépatique, et une augmentation de la
lipogenese qui peut causer une stéatose au niveau du foie et une altération du profil
d'acides gras chez sa progéniture (Bouanane et al., 2010). La diminution de 1’activité
de la FAS chez les rates témoins ou obeses exposées a 1’insecticide peut étre du a
I’effet perturbateur de I’alpha-cypermethrine au niveau des organes.

Les dosages de quelques paramétres biochimiques tels que ’urée, la créatinine et
I’acide urique peuvent refléter 1’état et 'intégrité de quelques organes comme le foie
et les reins.

Les valeurs de I'urée et la créatinine sont tres élevés chez les rats qui ont consommé le
régime contenant I’insecticide (TI, CI). Ces observations sont en accord avec ceux de
Khan et al. (2012) qui rapportent que le traitement par les pyrethrinoides induit une
augmentation du taux de l'urée et la créatinine. Aussi, dans une autre étude
'administration de cyperméthrine a augmenté de maniere significative le taux de la
créatinine plasmatique chez les animaux expérimentaux par rapport aux animaux
témoins (Grewal et al, 2009). La concentration élevée de la créatinine est un marqueur
du dysfonctionnement rénal. Le produit métabolique du phosphate créatinine dans le
muscle est la créatinine, ’excrétion de ce produit se fait par une filtration
glomérulaire et une sécrétion tubulaire (Ahmed et al., 2011). Concernant I'urée, c’est
un produit de déchets azotés qui provient de la dégradation terminale des acides
aminés dans le foie. Il est transporté dans le sang vers les reins ou il est excrété dans
l'urine. Les taux é€levés de la créatinine et de l'urée dans le sang sont di a une
insuffisance rénale et la diminution de leur capacité a filtrer ces déchets dans les
urines (Yousef et al., 2006). Ceci peut refléter I’action toxique du pesticide sur la
fonction rénale.

L’hyperuricémie peut étre un marqueur de la résistance a l'insuline, condition sous-
jacente du syndrome métabolique. Dans notre étude, nous avons détecté une ¢élévation
du taux de I’acide urique chez les rates obéses sous régime contenant 1’alpha-
cypermethrine, qui peut étre expliqué par la résistance a I’insuline accentuée par

I’effet du pesticide provoquant des altérations rénales majeures. Par contre, 1’étude
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d’Eraslan et al. (2008) utilisant le méme insecticide n’indique aucun changement
significatif du taux de I’acide urique.

Un mécanisme physiopathologique potentiel de I'hyperuricémie reliant la résistance a
l'insuline et / ou I’hyperinsulinémie est une diminution de I'excrétion rénale de l'acide
urique. En fait, l'insuline améliore la réabsorption tubulaire rénale du sodium et de
I’urate chez I'homme, ce qui peut soutenir l'idée que 1'hyperuricémie peut étre une
partie du syndrome de résistance a l'insuline (Pacifico et al., 2009).

Concernant les protéines totales, nous n’avons observé aucune différence significative
entre les 4 lots de rates. Nos résultats sont en accord avec ceux de Chiali et al. (2013)
utilisant d’autres pesticides. Par contre, 1’étude de Yousef et al. (2006) montre une
réduction des taux de protéines totales par les pesticides.

Il est bien connu que le mécanisme majeur de 1’action des pesticides dans I’organisme
est le stress oxydatif. Cet état de stress est induit lorsqu’il y a un déséquilibre entre les
pro-oxydants et la défense antioxydante du corps. Les xénobiotiques ont une capacité
considérable de générer des radicaux libres, ces especes oxygénées sont tres active et
ont tendance a interagir avec les grandes molécules importantes du corps (les lipides,
les protéines et aller méme vers I’ADN). Dans ce cas, les désordres et les altérations
métaboliques sont & compter et surtout s’ils touchent des personnes vulnérables et
sensibles tel que les enfants, les personnes dgées et les femmes enceintes. Les
modifications peuvent étre dangereuses et irréversibles, qui vont dégrader la qualité
de vie des personnes.

L’un des objectifs de notre travail de doctorat est d’étudier quelques parametres du
statut oxydant-antioxydant apres I’exposition a 1’alpha-cypermethrine. Nos résultats
montrent que les taux plasmatiques et €rythrocytaires en MDA sont significativement
importants chez les rates obeses et encore plus considérable chez les lots exposés a
I’insecticide. De plus, on a noté une élévation significative des protéines carbonylées
érythrocytaires. Le traitement par [’alpha-cypermethrine a induit une réduction
remarquable des enzymes antioxydants (catalase et SOD) avec une chute du taux
érythrocytaires du glutathion considéré comme un puissant antioxydant. Cette
diminution est plus marquée chez les obéses soumis au régime contenant ’insecticide.
D’autre part, on n’a observé aucun changement concernant la vitamine C.

Plusieurs études précédentes démontrent que I’exposition aux pyréthrinoides produit
des Iésions oxydatives tissulaires chez le rat et les lapins (Youcef et al., 2003; Youcef,
2010).

D’apres Shi et al. (2011), il ressort de ’exposition a la cypermethrine un stress
oxydatif chez les poissons avec production des EOA principalement les radicaux

hydroxyles qui peuvent interagir avec les macromolécules et I’acide nucléique.
65



La peroxydation lipidique qui est 'un des résultats finaux du stress oxydatif qui se
caractérise par des troubles structuraux et fonctionnels de la cellule provoqués par les
radicaux libres. Ces derniers induisent I’oxydation des acides gras polyinsaturés de la
membrane cellulaire (Gueraud et al, 2010). Le malondialdehyde (MDA) qui est
généré au cours de ce processus, est considéré comme un bon marqueur de la
peroxydation lipidique membranaire (Valenzuela, 1991).

Les processus métaboliques au cours du développement et de la grossesse pourraient
étre sensibles aux changements induits par le glyphosate (un herbicide), comme la
peroxydation lipidique. L’augmentation de la peroxydation lipidique au niveau du
foie des rates gestantes et leurs foetus causé par cet herbicide a accentué I’état de
stress produit normalement au cours de la gestation chez les rates témoins (Beuret et
al., 2005).

Benamara et al. (2011) ont observé que le méthimazole a exercé au niveau des reins
des effets toxiques qui se manifestent par une augmentation du taux en MDA indice
de la péroxydation lipidique chez les meres ainsi que chez leur progéniture et une
diminution de I’activité des antioxydants enzymatiques (la glutathion peroxydase,
GPx, la catalase, CAT et la superoxyde dismutase, SOD).

L'¢lévation du MDA, et la réduction des enzymes antioxydants (SOD, GPX, CAT et
la GST) et des teneurs en glutathion au niveau du cerveau chez le rat pourrait étre
attribuée a ’effet de la cyperméthrine sur le métabolisme, considéré comme un
mécanisme majeur de sa toxicité (Hussien et al., 2011). Aussi, Giray et al. (2001) ont
reporté que la cypermethrine a causé un stress oxydatif intense dans le tissu cérébral
du rat, argumenté par I’élévation du taux des TBARS et la réduction du glutathion
total.

En plus de la peroxydation lipidique, il y a formation d’autres intermédiaires réactifs
qui peuvent également entrainer une augmentation des dommages oxydatifs a d’autres
biomolécules ainsi que la formation de protéines carbonylées. Le taux du MDA et des
protéines carbonylées augmentent significativement avec diminution du GSH et
FRAP (ferric-reducing ability plasma) chez des femmes a risque d’accouchement
prématuré, cette étude a mentionné des taux tres €élevé de métabolites de pesticides en
faveur d’un stress oxydatif chez ces femmes (Pathak et al., 2010).

Ali (2012) a mentionné des taux €levés de protéines carbonylées au niveau du cerveau
de rat traités par lambda-cyhalothrine , confirmant par ces résultats la sensibilité¢ du
tissu cérébrale au stress oxydatif. Egalement, Parvez et Raisuddin (2005) ont rapporté
que le dosage des protéines carbonylées est considéré comme un biomarqueur
essentiel pour I’évaluation de I’induction d’un stress oxydatif par les pesticides, leur

étude a montré un taux ¢élevé de protéines carbonylées détecté au niveau du foie, des
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reins, du muscle et également le systeme respiratoire du poisson traité par la
deltametrine.

Aussi, I’exposition des rats a lambda-cyhalothrine (un insecticide de la méme
famille), pendant 3 semaines, a provoqué une augmentation significative des taux
rénaux de MDA et de protéines carbonylées (Fetoui et al., 2010).

En plus d'étre un piégeur de radicaux libres directs, le GSH est le substrat de la
glutathion peroxydase et la glutathion-S-transférase. Des études antérieures ont
montré que le traitement par la cypermethrine diminue les taux de GSH (Kale et al.,
1999) et ont suggéré la peroxydation lipidique comme l'un des mécanismes de la
toxicité chez les rats exposés a la cypermethrine, accompagnée d'une diminution
concomitante de la concentration en GSH cellulaire. Dans 1’étude de Sankar et al.
(2012), I’exposition a ce pesticide induit ’abaissement du taux de GSH au niveau du
foie, des reins et du cerveau. Le foie est le principal organe cible et le plus sensible a
la toxicité et aux dommages causés par les pesticides. Il joue un réle majeur dans le
métabolisme et la détoxification des pesticides, grace a ses fonctions. L.’hépatotoxicité
continue d’étre parmi les principales menaces pour la santé publique (Abdel-Tawab et
al., 2015).

Les enzymes antioxydants sont considérés comme un moyen de défense principale
qui protége les macromolécules biologiques contre les dommages oxydatifs.

Les activités de la superoxyde dismutase (SOD) et de la catalase sont réduites de
maniere significative chez les rats traités par la cyperméthrine en comparaison au
groupe témoin (Abdou et al., 2012). L'épuisement des enzymes antioxydants peut étre
due a la génération des EOA par linsecticide, et la diminution des substrats
d'enzymes et / ou la régulation négative des processus de la transcription et de la
traduction (Muthuviveganandavel et al.,, 2008).  Plusieurs études précédentes
rapportent que cet insecticide provoque une diminution des activités d'enzymes
antioxydants (Youcef et al., 2003).

Sakr et Al-Amoudi (2012) ont également rapporté que des dommages tissulaires
rénaux sont observés suite a l’exposition a la deltaméthrine entrainés par
l'augmentation de la peroxydation lipidique et la diminution des enzymes
antioxydantes dans les reins. Ces résultats sont confirmés par 1'examen histologique
des reins qui montrent de nombreuses modifications tissulaires. Aussi, I’exposition a
la cypermethrine induit une augmentation significative du MDA au niveau du
cerveau, du foie et des reins des poissons (Kumar et al., 2012).

La deltamethrine a provoqué une augmentation de 1’activité des transaminases ainsi
que le taux de MDA chez le rat (Chargui et al., 2012). 11 a été démontré que le

traitement par ce méme insecticide induit une dégénérescence hépatorénale chez le
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poisson démontrée par un taux important des transaminases AST et ALT, d’urée et de
créatinine et d’autre part une augmentation du MDA au niveau du foie et des reins
accompagnée d’une réduction de I’activité de la catalase (Amin et Hashem, 2012).
Ces altérations peuvent étre différentes selon le temps d'exposition et la dose. Ces
1ésions tissulaires peuvent étre attribuées au stress oxydatif résultant de la production
accrue de radicaux libres (Abdel-Daim et al., 2013).

Le stress oxydatif réduit 1'activité des canaux sodiques ATP-dépendants (Chinopoulos
et al., 2000). Dans des parasites comme la paramécie tetraurelia, les pyréthroides
augmentent la concentration intracellulaire des ions Calcium (Symington et al.,
1999) ; ceci est expliqué par les déficits d'énergie qui provoquent l'incapacité des
cellules & éliminer Ca*” cytosolique (Reddy et al., 1991). L’augmentation des ions
Ca* cytosolique provoquent des dommages cellulaires avec une cytotoxicité induite
par les radicaux libres (Kadous et al., 1994).

Les pyréthrinoides sont métabolisés dans le foie par les voies oxydatives du
cytochrome P450 produisant des especes réactives de I'oxygene (Klimek, 1990). Cet
état de stress oxydatif induit la production de I’oxygeéne moléculaire, ce qui entraine
la production de superoxyde en exces dans la plupart des tissus (Andreyev et al.,
2005). Ces anions superoxydes sont convertis en peroxyde d'hydrogene et de I'eau a
l'aide de la SOD (Fridovich, 1995). Une baisse significative des niveaux de SOD
érythrocytaire indique une diminution de la capacité des tissus a neutraliser les
radicaux libres excessifs.

La diminution significative des taux de GSH peut étre attribuée a 1’inhibition de la
syntheése du GSH ou a son utilisation accrue pour I’élimination des produits toxiques
qui générent des radicaux libres (Singh et al.,, 2001). Ces radicaux libres peuvent
attaquer le groupe thiol du résidu cystéine et les acides gras polyinsaturés des
membranes biologiques (Chow et Tappel, 1972). La peroxydation des lipides induite
par les EOA provoque la dégradation des membranes biologiques (Sen et al., 2006).
La détermination de Dl’activité de ’alanine aminotransferase (ALT) et 1’aspartate
aminotransférase (AST) représente 1’état fonctionnel du foie. Dans notre €tude, nous
avons noté une augmentation des taux plasmatiques de ’AST, ALT et la phosphtase
alcaline (ALP) chez les rates exposées a I’insecticide, avec accentuation du trouble
chez les rates obeses traitées. Des études précédentes démontrent que cette
augmentation des transaminases est probablement due aux changements
pathologiques induits par le méme insecticide, provoquant des dommages hépatiques
(Grewal et al., 2009).

Il a été¢ démontré que I’ALT est corrélée aux troubles métaboliques observés lors du

surpoids et de I'obésité tels que la dyslipidémie et la résistance a l'insuline (Fan et al.,
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2011). L’activité de cette enzyme est remarquablement élevée chez les personnes
ayant une stéatose hépatique due a I’obésité, la dyslipidémie, 1’augmentation de
I’IMC, et des troubles hépatiques associées au diabete sucré (Das et al., 2010).
Burgert et ses collaborateurs (2006) ont observé que les altérations de la tolérance au
glucose et du métabolisme des lipides sont associées a une ¢élévation de I’ALT chez
les jeunes obeses. Aussi, il a été démontré que cette élévation méme si elle est faible,
est en corrélation avec ’accumulation de graisse au niveau de foie (Tiikkainen et al.,
2003). Etant donné que le foie joue un role essentiel dans le maintien de I'homéostasie
du glucose et des lipides, la détérioration du métabolisme de glucose et de l'insuline
pourrait €émerger en fonction de 'augmentation d'ALT et de 'accumulation de graisse
hépatique (Burgert et al., 2006).

En outre, 'augmentation des activités de 'ALP et de LDH indique les dommages des
différents organes tels que les poumons, le cceur et les reins (Hoffmann et al., 1999).
Diverses études ont révélé une augmentation des activités sériques des enzymes ALT
et AST chez des animaux traités par la cypermethrine (Ahmad et al., 2011). Aussi,
Khan et ses collaborateurs (2012) notent une augmentation du taux sérique d’ALT et
AST chez des rates femelles, mais une diminution chez les rats males dont la dose et
la durée de I’exposition aux pyréthrinoides est la méme que celles des femelles. Ce
résultat peut étre attribué a ’'influence des hormones sexuelles sur I’activité de ces
enzymes.

L’ALT et ’AST sont des enzymes tissulaires; ’ALT est localisée principalement
dans le foie, tandis que ’AST est présente dans de multiples tissues comme le coeur,
le muscle, les reins, le cerveau et le foie (Friedman et al., 2003). Leurs taux sériques
¢levés indiquent la présence de dommages cellulaires aux niveaux de ces organes. En
outre, Palanivelu et al. (2005) ont suggéré que le foie est riche en AST et ALT, et son
endommagement peut aboutir a la libération de grandes quantités de ces enzymes
dans le sang. Par conséquent, une augmentation de l'activité de ces enzymes apres
I’exposition a des polluants est un indicateur sensible de dommages cellulaires
(Palanivelu et al., 2005; Alkahem Al-Balawi et al., 2011). La hausse des taux d'AST
et d'ALT sériques a été attribuée a la dégradation de l'intégrité structurale du foie,
parce que ce sont des enzymes cytoplasmiques et sont misent en circulation apres les
dommages cellulaires (Jothi et al., 2012). La cyfluthrine (insecticide de la famille des
pyréthrinoides) a provoqué les mémes altérations (Priyanka et al., 2012).

L’étude d’Abdou et al. (2012) a démontré que le traitement avec la cyperméthrine a
provoqué une baisse importante dans les activités intracellulaires des enzymes
hépatiques (AST, ALT, LDH). Par contre, I’activité plasmatique de ces enzymes ¢tait

¢levée confirmant les dommages histologiques au niveau du foie.
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Il peut étre conclu que les dommages oxydatifs peuvent étre la principale cause de la
toxicité de la cyperméthrine conduisant a la peroxydation des lipides et des dommages
cellulaires. Ainsi, le changement évident dans les fonctions hépatiques et rénales est
lié a l'intensité des dommages cellulaires. 1l a ét¢ démontré que le métabolisme de la
cyperméthrine se fait dans le foie par des voies oxydatives et produisant des niveaux
¢élevés de MDA qui se traduisent par une nécrose hépatique (Manna et al., 2004).
L’ALP est une enzyme membranaire, se trouvant en plus fortes concentrations dans le
foie, I’épithélium des voies biliaires, de ’os et la muqueuse intestinale. Elle est
responsable de la dégradation des esters de phosphate et est utilisée comme indicateur
de I’état des voies d’absorption et de transport dans la membrane cellulaire (Ravel,
1995). Elle est impliquée dans le transport de métabolites a travers les membranes :
dans l'intestin, elle controle 'homéostasie et la flore intestinale, dans le foie elle
permet la formation de bile en contrdlant la fonction biliaire (Poupon, 2015). Le taux
sérique d’ALP augmente en cas de dommages cellulaires hépatiques et d'obstruction
des voies biliaires par la prolifération des cellules hépatiques (El-Demerdash et al.,
2003). L’augmentation de 1’activité¢ d’ALP a été mentionné chez divers animaux
traités par la cypermethrine (Yousef et al., 2006). La diminution de son activité est
considérée comme un indice de dommages parenchymateux (Anwar, 2003).

Des résultats montrent aussi une augmentation de l’activité enzymatique de la
phosphatase alcaline dans le plasma des rats recevant le pesticide méthomyl. Rahman
et al. (2000) ont proposé que la diminution des activités de I’ALP et de l’acide
phosphatase (AcP) dans les différents tissus peut étre due a I’augmentation de la
perméabilité de la membrane plasmatique ou a la nécrose cellulaire, montrant 1’état
d’un stress oxydant chez les animaux traités. En outre, ils ont rapporté que
I’augmentation de leurs activités dans le sérum peut étre due a une nécrose tissulaire.
D’autres études ont aussi montré 1’augmentation de D'activité de ALP suite a
I’exposition aux insecticides carbamates, comme le carbofuran (Brki¢ et al., 2008) et
le carbaryl (Eraslan et al., 2009). Turki et ses collaborateurs (2013) rapportent que le
traitement par la cypermethrine diminue I’activité des enzymes (AST, ALT et ALP)
au niveau des testicules de rats, et augmentent le taux de LDH. Plusieurs ¢études ont
montré que les activités transaminases sont augmentées chez les humains et les
animaux apres I’exposition aux pesticides (Mossa et Abbassy, 2012).

Le Foie joue un role important dans le métabolisme et le maintien du niveau d'énergie
et la stabilité structurale du corps (Guyton et Hall, 1996). C’est le site principal de
détoxification et d’excrétion. Il est généralement sujet a divers troubles induit par
I’exposition aux toxines extrinseques et intrinseques comme les produits chimiques,

les médicaments, les métaux lourds, les cellules mortes, les micro-organismes et
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autres débris et particules ayant des effets toxiques (Fulzele et al., 2012). 1I est
également considéré comme un lieu de la biotransformation, dans le quel un composé
toxique est transformé en métabolites moins nocifs pour réduire sa toxicité¢ (Hodgson,
2004). Cependant, un exces de produits toxiques peut endommager les cellules du foie
et produire 1’hépatotoxicité.

Il y a de plus en plus de preuves que I'exposition aux pesticides, pendant la gestation,
peut entrainer des dommages et affecter I’état de santé de la descendance (Wohlfahrt-
Veje et al., 2011). Méme a des niveaux d'exposition relativement faibles, les
pyréthroides pourraient entrainer des perturbations du systeme endocrinien, la
suppression du systéeme immunitaire, et la carcinogenese (Li et al., 2014). 1l faut noter
que de nombreux produits chimiques peuvent étre transférés de la mere a I'enfant a
travers le placenta et par le lait maternel (Aylward et al., 2014). L’exposition foetale
ou des enfants aux pesticides peut conduire a des mutations de genes dans des cellules
embryonnaires ou somatiques, contribuant par la suite a 1’apparition des tumeurs
cérébrale chez I’enfant (Connelly et Malkin, 2007).

Les pyréthrinoides sont métabolisés par les estérases dans le corps humain, et les
métabolites sont excrétés dans l'urine avec une demi-vie de 4-13 h (Leng et Gries,
2005). La détection des métabolites de pyréthrinoides dans l'urine se fait par la
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS),
révélée comme un moyen fiable pour évaluer les niveaux d'exposition aux
pyréthrinoides chez les individus (Leng et Gries, 2005).

Les pesticides organochlorés (OC) et d'autres composés persistants tels que les
biphényles polychlorés (BPC) et polybromés éthers diphényliques (PBED) ont été
détectés dans le liquide amniotique. Vu leur caractére lipophile, ils se lient aux lipides
sériques (Miller et al,, 2012). L’étude de Bossi et al. (2013) a révélé que la
cyperméthrine est retrouvée a des concentrations détectables dans le liquide
amniotique (4,9 a 33,3 ng / mL). Les rapports entre la cyperméthrine et de son
métabolite 3-PBA étaient de 0,12 a 0,18. La cyperméthrine est connue pour étre
métabolisé rapidement et principalement excrétée dans l'urine sous forme de
métabolites polaires (Crawford et al., 1981a). Cela a été confirmé par les niveaux
¢levés de 3-PBA détectés dans l'urine maternelle (463-3,880 ng / mL). En raison de
son caractére lipophile, une partie est retenue par le tissu adipeux (Crawford et al.,
1981b). Une autre partie peut étre libérée dans la circulation sanguine maternelle et
pénétre dans l'environnement foetal (Miller et al., 2012). D’autres pyréthrinoides (cis-
et trans-perméthrine) ont été détectés a des niveaux tres faibles dans le sérum du
cordon ombilical et maternel chez des femmes enceintes, ce qui suggere que certains

pyréthrinoides non métabolisés peuvent également atteindre le compartiment foetal
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(Yan et al, 2009). Pour voire I’exposition aux pyréthrinoides, 1’analyse des
métabolites au niveau des urines a été menée sur 161 enfants; les résultats montrent
que ces métabolites sont positivement associés au risque de tumeurs cérébrales de
I’enfant (Chen et al, 2016). De plus, des métabolites de pyréthrinoides ont été
détectés dans l'urine des adultes, des enfants et des femmes enceintes (Qi et al., 2012).
L’accumulation de la cypérmethrine et de ses métabolites au niveau du tissu adipeux,
du cerveau et du foie a été rapportée précédemment chez le rat (Okuno et al., 1986).
L’alpha-cypermethrine est accumulée dans les tissus adipeux a des concentrations
allant jusqu'a 9,8ug / g de tissu, alors que son contenu (par ordre décroissant) étaient
beaucoup plus faibles dans les reins, le foie et le cerveau (Hongsibsonga et al., 2014).
Des auteurs ont proposé que des concentrations plus élevées et plus persistantes des
pesticides dans les tissus adipeux peut €tre due a leur métabolisme plus lent et le
manque d'enzymes nécessaires a 1'hydrolyse des pyréthrinoides (Marei et al., 1982).

La toxicité maternelle peut donc entrainer celle du foetus et du nouveau-né. Cette
toxicité peut perdurer apres la naissance, chez les jeunes enfants. Les enfants sont
plus sensibles aux effets cancérigenes des pesticides que les adultes. Leur sensibilité
accrue est attribuée a la division cellulaire rapide pendant la croissance (Greenop et
al., 2013), et a P'immaturité de la fonction enzymatique de la désintoxication
(Oulhote et Bouchard, 2013). De plus, le lait maternel riche en lipides peut accumuler
les différents contaminants lipophiles, ces composés peuvent étre transférés pendant
’allaitement, aboutissant a la transmission des contaminants trans-générationnel
(Munoz-de-Toro et al., 2006). Ainsi, I’exposition aux pesticides est dangereuse pour

la mere, mais aussi pour sa descendance.
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CONGLUSION



L'application des pesticides dans le cadre de la lutte intégrée est le plus souvent
indispensable pour assurer une production abondante, réguliére et de qualité.
Néanmoins, leur utilisation professionnelle et domestique souléve de nombreuses
interrogations quant aux conséquences déléteres qu’ils pourraient avoir sur la santé de
I’étre humain. Plusieurs études démontrent que 1’utilisation de pesticides peut étre a
I’origine de plusieurs pathologies dont les malformations congénitales, les problémes
d’infertilité, les problémes neurologiques ou encore [Daltération du systéme
immunitaire et divers cancers. De plus, vu le probleme de I’accumulation des
pesticides dans 1’organisme, certains d’entre eux peuvent étre impliqués dans

’apparition de 1’obésité et du diabéte de type 2.

Si les effets des intoxications aigués sont assez bien connus, les conséquences a long
terme, suite a des expositions chroniques et a faible dose, et pendant des périodes
critiques de la vie telles que la conception ou la préconception, le sont beaucoup

moins.

Ma these de doctorat entre dans le contexte de ’analyse du risque constitu¢ par
I’exposition a un insecticide, I’alpha-cypermethrine de la famille des pyréthrinoides a
faible dose (DJA; 0,02mg/kg/jour), en examinant les désordres métaboliques et le
déséquilibre du statut oxydant/antioxydant pendant la grossesse et en présence de

I’obésite.

Pour réaliser ce travail, nous avons utilisé comme model expérimental in vivo la rate
wistar gestante. Pour I'induction de I’obésité expérimentale, nous avons utilisé le
régime cafeteria, un régime hypercalorique et hyperlipidique qui favorise I’installation
de l'obésité et de ses complications. L’alpha-cyperméthrine est utilis€¢ a des
concentrations faibles. La plupart des études ultérieures utilisent des doses
relativement fortes et les effets a faibles doses restent méconnus, ce qui marque

’originalité de ce travail de doctorat.

Nos résultats montrent que [’exposition a [’alpha-cyperméthrine induit une
augmentation du poids corporel associ€e a une €lévation du poids du tissu adipeux et
de son enrichissement en triglycérides, une hyperglycémie et une hyperlipidémie. Ces
anomalies sont plus accentuées chez les rates obéses. L’augmentation des
triglycérides est observée au niveau de tous les organes étudiés (foie, tissu adipeux,
muscle, cerveau et reins), reflétant une distribution anormale des lipides. D’autre part,
les atteintes hépatiques et rénales induites par I’insecticide sont justifiées par la hausse

des taux sériques de la créatinine, I’'urée et ’acide urique, et des transaminases.
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En plus des altérations biochimiques induites par I’exposition a I’insecticide, les
activités enzymatiques sont aussi affectées. L activité de la lipase LHS est augmentée
chez les rates obéses mais I’exposition a I’insecticide induit une diminution
significative de son activité notamment chez les rates obeses traitées par ’alpha-
cypermethrine. Les activités de la LPL hépatique et celle du tissu adipeux sont €levées
chez les rates obeses exposées a I'insecticide. L’activité de ’enzyme adipocytaire
FAS est augmentée par l’obésité mais diminuée significativement par 1’alpha-

cypermethrine.

Les altérations du statut oxydant/antioxydant sont provoquées par le régime cafeteria
et sont majorées par ’effet de ’insecticide, prouvant I’existence d’un stress oxydatif.
Une augmentation plasmatique, érythrocytaire et tissulaire des taux de
malondialdéhyde (MDA) et des protéines carbonylées est notée, accompagnée par une
réduction parallele de l'activité de I’enzyme catalase et superoxyde dismutase (SOD)
et du taux de glutathion réduit (GSH) sériques et tissulaires. Par contre, les teneurs

sériques en vitamine C sont maintenues normales.

Nos résultats permettent d’affirmer la toxicité de I’insecticide alpha-cypermethrine a
faibles doses chez la rate gestante, et spécifiquement chez la rate gestante obese. Cette
aggravation de la toxicité est lice a ’exceés du tissu adipeux présent dans 1’obésité
sachant que I’alpha-cypermethrine s’accumule facilement dans les dépdts de graisse.
Cependant, la démonstration d’un lien de causalité entre I’exposition aux pesticides et
la présence d’un impact sur la santé chez I’homme pourrait étre apportée par des
études comparatives entre des populations ayant une alimentation conventionnelle et

biologique et des populations exposées.

Les doses peuvent étre minimes et prises séparément, elles peuvent étre sans effet.
Prises de maniere prolongée, elles peuvent s’accumuler dans I’organisme (toxicité
cumulative) dans certains organes particuliers et atteindre des niveaux toxiques. Un
tel risque doit particulierement retenir 1’attention en ce qui concerne les populations
exposées (manufacturiers et applicateurs) et les consommateurs (résidus dans les
aliments). De plus, au cours de la grossesse, le risque existe chez la mere mais aussi
chez son nouveau-né. La toxicité peut affecter le développement foetal mais aussi peut
avoir des conséquences a long terme. La non utilisation des insecticides ou la
modération dans leur utilisation est fortement recommandée au cours de la grossesse,

et particulierement au cours des grossesses associées a I’obésité maternelle.
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Perspectives

Les perspectives envisageables en prolongement direct de cette theése concernent 5

objectifs importants:

* Détermination des effets combinés de I’alpha-cypermethrine avec d’autres
molécules et d’autres familles de pesticides sur le métabolisme en général, afin de se

rapprocher au maximum de I’exposition et la consommation alimentaire humaine.
* Suivi de ces pesticides dans ’organisme et recherche de leurs voies de distribution
et d’élimination.

* Reéalisation de 1’étude tissulaire notamment histologique afin de voir les
modifications qui peuvent se produire au niveau de la structure tissulaire et leurs

impacts sur les fonctions physiologiques des différents organes.

* Etude des mécanismes d’action de ces molécules au niveau de l’organisme en

déterminant les cibles moléculaires affectées.

* Suivi de la progéniture des rates exposées aux insecticides, pour voir si les
différentes perturbations métaboliques peuvent aboutir a des pathologies a 1’age

adulte, noter la chronologie de leur apparition.
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ANNEXE



Tableau Al. Teneurs sériques du glucose, lipides, protéines totales, urée, I’acide
urique et la créatinine

TS TI CS Cl P
(ANOVA)

Glucose 68,57+2,32% | 87,58+3,61° 128,39+5,94° | 180,4+6,81° 0,001
(mg/dL)

Cholestérol 9523+4,04% | 129,80+3.86° | 146,77+5,26° | 167,74+7,96* | 0,002
(mg/dL)

Trigly céride 89.10£2,47% | 120,50+3,74° | 158,6+3,20° 185,26+3,92* | 0,003
(mg/dL)

Protéines 58,30+2.91 59,06+2.07 62.61+2,32 65,73+4.65 0,153
totales (g/L)

Urée (mg/dL) | 35.0242,64° | 60.57+2,16" 37,4942 55° 85,33+1,48° 0,006
Acide urique 2.14+0,03° 2.86+0,05° 2.79+0,03° 3,34+0,05° 0,005
(mg/dL)

Créatinine 1,15+0,04° 1,65+0,03° 1,17+0,03° 1,82+0,04° 0,007
(mg/dL)

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, a partir de 8 rates par lot. TS: lot témoin
consommant le régime standard; TI: lot témoin insecticide consommant le régime standard
supplémenté par 1'insecticide alpha-cyperméthrine a la dose DJA de 0,02mg/kg/jour; CS: lot obése
consommant le régime cafeteria; CI: lot obese insecticide, consommant le régime cafeteria
supplémenté par I'insecticide a la méme dose DJA.
Apres vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro — Wilk), la comparaison des
moyennes entre les différents groupes de rates est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette
analyse est complétée par le test Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux.
Les différences significatives entre les différents lots sont marquées par des lettres différentes (a,b,c.d).

Tableau A2. Marqueurs plasmatiques et érythrocytaires du statut antioxydant

TS TI CS CI P (ANOVA)

Vitamine C 13.43+2.39 12.47+1.81 14.15+3,78 12+1.88 0,191
(umol/L)

Catalase 2383246,05° | 149,75£9.82° | 169,62+11,53" | 112,51+8,8¢ 0,001
(U/gHb)

SOD (U/gHb) 396,10428,92° | 147,52+19,15° | 134,56£13,07° | 106,82+12,99° | 0,006
Glutathion .

réduit (umol/L) | 4:43+0.36° 1.85+0,19° 2,730,41 1.90+0,42° 0,005
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Tableau A3. Teneurs plasmatiques et érythrocytaires en malondialdéhyde et
protéines carbonylées.

TS TI CS CI P
(ANOVA)
MDA (nmol/L)
Plasma 2.25+0,29¢ 3.8440,31° 4,442024" 541+0,16* | 0,003
Lysat 3,760,17¢ 4,88+0,25° 5,44+0,30° 6,73+0,34* | 0,004
Protéines
carbonylées
(umol/L)
Plasma 0.63+0.,06 0.69+0.10 0.68+0.13 0.69+0.11 0,430
c b b a

Lysat 0.99+0,04 2.27+0,05 2.15+0,06 3,23%0,13 0,006

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, a partir de 8 rates par lot. TS: lot témoin
consommant le régime standard; TI: lot témoin insecticide consommant le régime standard
supplémenté par 1'insecticide alpha-cyperméthrine a la dose DJA de 0,02mg/kg/jour; CS: lot obése
consommant le régime cafeteria; CI: lot obese insecticide, consommant le régime cafeteria
supplémenté par I'insecticide a la méme dose DJA.
Apres vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro — Wilk), la comparaison des
moyennes entre les différents groupes de rates est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette
analyse est complétée par le test Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux.
Les différences significatives entre les différents lots sont marquées par des lettres différentes (a,b,c.d).
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Tableau A4. Teneurs tissulaires en malondialdéhyde, protéines carbonylées et
glutathion réduit

TS TI CS CI P
(ANOVA)
MDA (pmol/g)
Foie 3,26+0,41¢ 8,05+0,49 ° 5,87+0,37 ° 9.91+0,23 0,001
Tissu adipeux 4,87+0,58¢ 9,91+0,70 ® 6,71+0,24 ° 12,22+1,24 0,001
Muscle 2,63+0,34¢ 6,48+0,49° 3,84+0,35° 9,57+0,51° 0,001
Cerveau 1,48+0,34 ° 4,9540,32 ° 1,90+0,31° 5,97+0,49 ° 0,004
Reins 1,65+0,21° 3,71+0,33° 3,98+0,34° 4,81+0,35° 0,005
Protéines
carbonylées (umol/g) | .
Foie 1,4240.16 3.6240,27° 4,95+0,38 9,92+0,46° 0,001
Tissu adipeux 1,13+0,09° 2,57+0,20° 2,78+0,15° 4,33+0,34° 0,006
Muscle 2,58+0,20° 8,41+0,80° 6,73+0,51° 8,22+0,48° 0,005
Cervean 1,66+0,31° 4,55+0,38° 1,78+0,35° 4,3740,46° 0,008
Reins 1,1640,22¢ 3,56+0,36" 2,8740,19° 4,47+0,20 0,001
Glutathion réduit
(nmol/g)
Foie 1,37+0,05° 0,41+0,04° 0,69+0,06 " 0,40:0,05° 0,006
Tissu adipeux 0,23+0,06 0,21+0,04 0,200.,03 0,17+0,04 0,264
Muscle 0,310,022 0,18+0,03° 0,32+0,04° 0,16+0,02° 0,005
Cerveau 0,17+0.,03 0,15+0,02 0,18+0,02 0,17+0,04 0,163
Reins 0,56:0,04 0,33+0,02° 0,38+0,03° 0,21+0,02° 0,006

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, a partir de 8 rates par lot. TS: lot témoin
consommant le régime standard; TI: lot témoin insecticide consommant le régime standard
supplémenté par I'insecticide alpha-cyperméthrine a la dose DJA de 0,02mg/kg/jour; CS: lot obése
consommant le régime cafeteria; CI: lot obese insecticide, consommant le régime cafeteria
supplémenté par I'insecticide a la méme dose DJA.
Apres vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro — Wilk), la comparaison des
moyennes entre les différents groupes de rates est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette
analyse est complétée par le test Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux.
Les différences significatives entre les différents lots sont marquées par des lettres différentes (a,b,c.d).
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Tableau AS. Activités des enzymes tissulaires de I’acyl CoA dehydrogenase, FAS

et G3PDH

TS TI CS CI P (ANOVA)
Acyl coA 88,4547 43° 86,46+6,43° 37.27+45,12° 38.37+4,19° 0,020
dehydrogenase
(U/min)
FAS (U/min) 127,37+14,06° | 74,62+2.74¢ 306,25+25,57° 161,62+17,06° | 0,001
G3PDH 38+3,79° 33,75+3,28° 62+4.75° 67,87+5.64° 0,030
(U/min)

Chaque valeur représente la moyenne + Ecart type, a partir de 8 rates par lot. TS: lot témoin
consommant le régime standard; TI: lot témoin insecticide consommant le régime standard
supplémenté par 1'insecticide alpha-cyperméthrine a la dose DJA de 0,02mg/kg/jour; CS: lot obése
consommant le régime cafeteria; CI: lot obese insecticide, consommant le régime cafeteria
supplémenté par I'insecticide a la méme dose DJA.
Apres vérification de la distribution normale des variables (test Shapiro — Wilk), la comparaison des
moyennes entre les différents groupes de rates est effectuée par le test ANOVA a un facteur. Cette
analyse est complétée par le test Tukey afin de classer et comparer les moyennes deux a deux.
Les différences significatives entre les différents lots sont marquées par des lettres différentes (a,b,c.d).

Tableau A6. Activités plasmatiques des enzymes transaminases (GPT, GOT) et
de la phosphatase alcaline (ALP)

TS TI CS CI P (ANOVA)
GPT 24.11+1,55° 35,741,347 25.31+1,16° 34,18£1,67° 0,030
GOT 3121+1,11° 45,71+1,63° 32.91£1,54° 47.44+2 38" 0,040
ALP 19,88+1,15° 27.68+2.06° 17.35+2,76° 30,0842,12° 0,030
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and redox effects of low dose alpha-cypermethrin exposure in pregnant rats and their offspring. The diet contain-
ing alpha cypermethrin at 0.02 mg/kg/day was consumed during the entire gestation. Plasma biochemical pa-
rameters as well as liver lipid and oxidative stress markers were determined.

Our results showed that alpha-cypermethrin induced an increase in body weight and in plasma glucose and lipid

ﬁfﬂiﬁermethrin levels, as well as in plasma aspartate aminotransferase, alanine aminotransferase and alkaline phosphatase activ-

Metabolism ities in pregnant rats and their newborns. Pregnant rats showed cellular oxidative stress and altered oxidant-

Pregnancy antioxidant status when treated by the insecticide and these disturbances were also seen in their newborns.

Offspring In conclusion, low dose alpha-cypermethrin exposure induced several metabolic and redox alterations leading to

g’(idaﬁve stress maternal physiological impairments and to fetal metabolic changes. Alpha-cypermethrin should be used with
at

caution especially during pregnancy.

© 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Pesticides are extensively used in pest management all over the
world but they could have toxic effects on humans. Extensive applica-
tion of pesticides is usually accompanied with serious problems of pol-
lution and health hazards. Today, their numerous occupational and
domestic uses raise many questions about their deleterious health
effects. The health consequences of acute poisoning are quite well
known, but the long-term consequences of chronic exposure are not
well controlled [1].

Pyrethroids are the most commonly insecticides used in agriculture
because their high insecticidal properties and low mammalian toxicity.
However, these lipophilic compounds are characterized by tissue and
neurotoxic damages [2]. Oxidative stress by increased production of
reactive oxygen species has been implicated in the toxicity of these
insecticides.

There are two types of pyrethroids that differ in chemical structure
and with different target sites. Type I pyrethroids or Noncyanopyrethroids
affect sodium channels in nerve membranes and open them for relatively
short periods. Type Il pyrethroids, containing alpha-cyano group, produce
a longer delay in sodium channel inactivation leading to a persistent
depolarization of the nerve membrane [3]. These compounds affect

* Corresponding author.
E-mail address: hafidamerzouk_2@hotmail.com (H. Merzouk).

http://dx.doi.org/10.1016/j.pestbp.2016.04.007
0048-3575/© 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

principally the nervous system in both mammals and insects [4]. Howev-
er, other target sites, such as calcium and chloride channels, are also in-
volved in pyrethroid toxicity.

Experimental studies reported that pyrethroids induced oxidative
damages at different doses [5]. Pyrethroids have been found to induce
mitochondrial dysfunction and oxidative stress in animal models,
resulting in both increased oxidant markers and decreased antioxidant
activities [6]. Lipid peroxidation is one of the main toxic mechanisms
of these compounds [7]. Cellular energy production by mitochondrial
ATP degradation is necessary for muscle development and brain func-
tion. Many insecticides induce dysregulation of Ca>*-mediated signal-
ing and mitochondrial reactive oxygen species (ROS) generation [8].
Toxicity of pyrethroids is also mediated by both the dysregulation of cy-
toplasmic Ca®™* signaling and oxidative stress induction [9].

Pregnant women are exposed to pesticides through a wide variety of
sources. Although it is well known that maternal pesticide exposure will
affect the fetus, estimates of pesticide amounts used for non-agricultural
uses are not available making impossible a real assessment of maternal
and fetal toxicity. Animal studies produce findings that support the pes-
ticide adverse effects and add knowledge about the mechanisms of their
toxicity. Fetal development is a dynamic process that includes changes in
morphology, anatomy, physiology, biochemistry and general growth
[10]. Exposure to various environmental chemicals (especially pesti-
cides) during developmental period is liable to give rise to congenital
defects [11]. Pyrethroid exposure during pregnancy was negatively
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related to maternal health and fetal development with possible tera-
togenecity [12]. Previous studies have considered that cypermethrin is
an endocrine-disrupting compound with adverse effects on fertility
and reproduction [13]. The neonates are more sensitive to the exposure
of pyrethroids than adults due to incomplete development of enzymes
[14]. Children of mothers who live near agricultural areas, or who are
otherwise exposed to organophosphate, pyrethroid, or carbamate pesti-
cides during gestation may be at increased risk for neurodevelopmental
disorders [15].

Cypermethrin, a synthetic pyrethroid type I, is widely used because
of its relatively low toxicity to mammals [16], although some studies
showed tissue toxicity [17]. Studies in rats showed that cypermethrin
is rapidly metabolized and over 99% eliminated within hours, but accu-
mulation of cypermethrin and its fatty acid conjugates in adipose tissue,
brain and liver was reported [18].

There are relatively few studies on gestational exposure to cyper-
methrin. One previous study reported various damages in developing
fetuses after maternal cypermethrin exposure [19]. Prenatally exposure
to mixed pesticides of cypermerthrin and methyl parathion could cause
neural DNA damage [20].

The exposure to pesticides is not only involved in childhood-onset
conditions but also in later-life diseases (e.g., neurodegenerative).
Zhou et al. [21] found that early-life exposure of mice to pesticides led
to a later silencing in the gene (PINK1) responsible for producing a
neuro-protective peptide. At the same time these pesticides generate
excessive oxidative damage among neurons [22].

Although it is well known that pyrethroids penetrate through the
placental barriers and produce fetal toxicity [23], their effects on mater-
nal metabolic changes are not known. Indeed, studies that used nontox-
ic, environmentally relevant doses are needed to understand maternal
metabolic effects of these insecticides. The importance of maternal met-
abolic status as a major determinant for fetal growth is well known.

Although independent studies have shown that pyrethroid exposure
is associated with increased oxidative stress, inflammation and meta-
bolic abnormalities, there are, to the best of our knowledge, no reports
in the literature of the effects of alpha-cypermethrin at non toxic dose
such as the admissible daily intake (ADI) dose on maternal metabolism
and oxidant/antioxidant balance during pregnancy and their offspring.
Consequently, the importance to establish an animal model for investi-
gation of this issue became crucial, due to ethical and methodological
limitations in human studies.

In the present study, we evaluated the chronic effects of alpha-
cypermethrin at ADI dose on biochemical and redox status in pregnant
rat and their newborns. We examined whether there are deleterious ef-
fects of maternal cypermethrin exposure during pregnancy on maternal
and neonate metabolic status.

2. Materials and methods
2.1. Animals and experimental protocol

Adult Wistar rats were obtained from Animal Resource Centre
(Algeria). Female rats were housed in cages at a constant temperature
(25 °C) and humidity (60 + 5%) with a 12 h light/dark cycle. The rats
had free access to water and were assigned to two dietary groups of
equal average body weight. One group (Control, n = 8 females) fed the
control diet (ONAB, Algeria). The second group (insecticide, n = 8
females) fed the control diet containing alpha-cypermethrin at
0.02 mg/kg/day (alpha-cypermethrin 90% TECH; CAS No.: 67375-30-8;
purchased from China Leading Manufacturer and supplied by INRAA,
Algeria). This dose was chosen, referring to the acceptable daily intake
(ADI) to mimic human exposure to insecticides [24]. To prepare experi-
mental diet, appropriate concentrations of alpha-cypermethrin were dis-
solved in corn oil (1 mL) and added to control diet (15 g/rat) according to
the rat weight. Each diet was analyzed for alpha-cypermethrin concentra-
tion using high-performance liquid chromatography (HPLC) to assure

that the proper dose of alpha-cypermethrin was delivered. The different
diets were consumed by the rats one month before and during the entire
gestation (21 days). The rats received 15 g of each diet every day in the
morning at 8 H, and 25 g in the afternoon. For the experimental group,
15 g of diet containing alpha-cypermethrin were given in the morning
and 25 g without the insecticide in the afternoon. This step allowed us
to deliver the proper dose to the rats. The weight and food consumption
of each animal were measured daily.

The study was conducted in accordance with the national guidelines
for the care and use of laboratory animals. All the experimental proto-
cols were approved by the ethical committee of the experimental ani-
mal care at Tlemcen University.

2.2. Blood and tissue samples

At parturition and after overnight fasting, rats were anaesthetized
with intraperitoneal injection of sodium pentobarbital (60 mg/kg of
body weight). The blood was drawn from the abdominal aorta into hep-
arinized tubes. At birth, newborn rats in each group (control and exper-
imental) were killed by decapitation, and blood was collected and
pooled from four animals to obtain sufficient blood samples for bio-
chemical and redox determinations.

After centrifugation, plasma was used for biochemical determina-
tions. After removal of plasma, erythrocytes were washed three times
with 2 volumes of isotonic saline. Erythrocytes were lysed with ice-
cold distilled water (1/4) and stored at 4 °C for 15 min. The cell debris
was removed by centrifugation (2000 g for 15 min). Erythrocyte lysates
were assayed for oxidant and antioxidant markers.

Liver were collected, washed, weighed and immediately placed on
dry ice. An aliquot of liver tissue was homogenized in an Ultraturrax ho-
mogenizer (Bioblock Scientific) in 10 volumes of ice-cold 10 mmol/L
phosphate-buffered saline (pH 7.4) containing 1.15% KCL. After homoge-
nate centrifugation (6000 g, 4 °C, 15 min), the supernatant fractions were
collected and used for biochemical and redox marker determinations.

2.3. Biochemical analysis

Plasma glucose, cholesterol, triglyceride were measured using enzy-
matic colorimetric methods (kits from BioAssay Systems, Hayward, CA,
USA). Plasma aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransfer-
ase (ALT) and alkaline phosphatase (ALP) activities were determined by
colorimetric methods using specific kits (Randox Laboratories Ltd, Co
Antrim, UK).

2.4. Oxidant/antioxidant marker determination

Plasma vitamin C levels were estimated using Folin phenol reagent
in an acidic range of pH, after deproteinization with trichloroacetic
acid [25].

Erythrocyte catalase (EC 1.11.1.6) activity was measured by spectro-
photometric analysis of the rate of H,O, decomposition at 420 nm [26].
Erythrocyte superoxide dismutase (SOD; EC 1.15.1.1) activity was mea-
sured by the NADPH oxidation procedure [27].

Erythrocyte and tissue reduced glutathione (GSH) levels were assayed
by a colorimetric method based on the reduction of 5.5-dithiobis-(2-
nitrobenzoic) acid by GSH to generate 2-nitro-5-thiobenzoic acid, accord-
ing to Ellman method [28].

Erythrocyte and tissue malondialdehyde (MDA) levels, a marker of
lipid peroxidation, were measured by a method using thiobarbituric
acid (TBA) [29].

Erythrocyte and tissue carbonyl proteins (markers of protein ox-
idation) were assayed by the 2.4-dinitrophenyl hydrazine reaction
[30].



L. Hocine et al. / Pesticide Biochemistry and Physiology 134 (2016) 49-54 51

2.5. Statistical analysis

Results are expressed as means + standard deviation (SD). All vari-
ables were checked for normal distribution using the Shapiro-Wilk test.
After variance analysis, Student's t-test was used to compare means be-
tween control and experimental groups, for different parameters. These
calculations were performed using STATISTICA version 4.1 (STATSOFT,
Tulsa, OK).

3. Results
3.1. Characteristics of the study rats

Alpha-cypermethrin exposure caused a significant increase in body
weight, weight gain and absolute and relative liver weights in female
rats, without affecting dietary and energy intakes, pup numbers and
birth weight (Table 1). In addition, absolute and relative liver weights
in neonates of experimental rats were significantly increased compared
to control neonates.

3.2. Biochemical parameters in mothers and newborns

Alpha-cypermethrin administration resulted in significant increases
of plasma glucose, cholesterol and triglyceride concentrations com-
pared to non treated values (Table 2). Other parameters were sensitive
to the effect of insecticide which resulted in a significant increase in
plasma AST, ALT and ALP activities in both mothers and newborns.

3.3. Tissue lipid contents in mothers

Alpha-cypermethrin exposure caused a significant increase in liver
triglyceride contents in mothers and newborns, without affecting tissue
cholesterol contents (Table 3).

3.4. Plasma and erythrocyte oxidative stress markers in mothers and
newborns

Insecticide exposure induced a significant increase in erythrocyte
oxidant markers (MDA and carbonyl protein levels) and a significant
decrease in antioxidant defense markers (GSH, catalase and SOD) in
mothers and in their newborns. There was no change in plasma vitamin
C levels after insecticide administration (Figs. 1 and 2).

3.5. Tissue oxidative stress markers in mothers and newborns

Insecticide exposure induced a significant increase in maternal and
neonate liver MDA and carbonyl protein levels and a significant de-
crease in liver GSH (Fig. 3).

Table 1
Body and liver weights and dietary intake in mothers.

Control group Insecticide group

Body weight (g) 297.87 +£17.27 361.87 4+ 22.07**

Weight gain (g) 100.02 + 12.55 160 4+ 11.56*
Dietary intake (g/day) 3045 + 3.70 3122 £ 253
Birth weight (g) 5.55 + 0.46 5.64 + 0.32

Pup number 8+2 6+3

Maternal liver weight (g) 8.52 + 0.44 11.64 + 0.32°
Relative maternal liver weight (%) 2.86 + 0.06 3.24 + 0.08"
Neonate liver weight (g) 0.42 + 0.03 0.60 + 0.05*
Relative neonate liver weight (%) 7.56 + 0.54 10.63 £+ 0.87*

Table 2
Biochemical parameters in mothers and newborns.

Control group Insecticide group

Mothers

Glucose (mg/dL) 68.57 £ 2.30 87.58 £ 3.61**
Cholesterol (mg/dL) 95.23 + 4.00 129.80 + 3.86""
Triglyceride (mg/dL) 89.10 + 2.40 120.50 + 3.74**
ALT (IU/L) 2411 £ 1.51 35.7 + 1.34*
AST (IU/L) 31.21 £ 1.12 45.71 £+ 1.63*
ALP (IU/L) 19.88 + 1.10 27.68 & 2.06*
Newborns

Glucose (mg/dL) 44.60 + 2.56 59.84 + 2.11*
Cholesterol (mg/dL) 50.08 £ 2.23 73.44 £ 2.54*
Triglyceride (mg/dL) 2537 + 1.62 42.86 + 2.13**
ALT (IU/L) 232 +£0.22 3.66 + 0.25*
AST (IU/L) 245 + 0.15 3.98 £ 0.30*
ALP (IU/L) 137 +£0.12 140 + 0.14

Values are presented as means = SD. Insecticide group: rats fed the diet containing alpha-
cypermethrin at 0.02 mg/kg/day. Values were compared by Student's t-test after variance
analysis.

Insecticide group versus control group: *P < 0.01; **P < 0.001.

4. Discussion

Today, growing interest is given to pesticide effects during develop-
mental period. Maternal environmental variations can lead to fetal nutri-
ent availability changes and to fetal exposure to diverse chemicals causing
serious consequences in later life by permanently reprogramming the
functional capacity of organs [31].

Herein, we have evaluated the metabolic and redox effects of alpha-
cypermethrin at low dose in pregnant rats and their newborns. Our
findings showed an increase in body weight and weight gain of rats
exposed to pesticide in comparison to control non exposed rats. The sig-
nificance of increased body weight induced by low doses of alpha-
cypermethrin is not clear, but may be associated with metabolic distur-
bances [32]. In previous study, mice exposed to other pesticides, like
tolyfluanide had more weight gain, glucose intolerance and increased
insulin resistance [33]. Indeed, treatment with low doses of atrazine in-
duced insulin resistance, weight gain and low energy metabolism in
Sprague Dawley rats [34].

Our results showed increased plasma glucose, cholesterol and tri-
glyceride levels in rats exposed to alpha-cypermethrin and in their new-
borns, in concordance with previous studies using prallethrin, another
pesticide in the same chemical family [35]. Increase in glucose levels
possibly reflected increased glucose mobilization [36], reduction in in-
sulin secretion due to the destructive action of cypermethrin on the
beta cells of Langerehans islets in the pancreas [37], impairment in he-
patic function due to oxidative changes, which reduce liver ability to
glycogenesis [38], and of the stimulation of hepatic gluconeogenesis
and glycogenolysis [39].

The increase in serum cholesterol may be attributed to lipoprotein
metabolism disruption, as shown for carbamate pesticides [40]. Elevat-
ed triglyceride levels may also indicate lipid metabolism impairments.

Table 3
Liver lipid contents in mothers and newborns.

Control group Insecticide group

Mothers

Triglyceride (mg/g) 54.50 + 3.50 91.44 + 2.54**
Cholesterol (mg/g) 28.22 4+ 4.88 25.48 + 2.80
Newborns

Triglyceride (mg/g) 3.46 4+ 0.28 5.72 +£ 0.33*
Cholesterol (mg/g) 235+ 0.27 243 + 041

Values are presented as means =+ SD. Insecticide group: rats fed the diet containing alpha-
cypermethrin at 0.02 mg/kg/day. Values were compared by Student's t-test after variance
analysis.

Insecticide group versus control group: *P < 0.01; **P < 0.001.

Values are presented as means + SD. Insecticide group: rats fed the diet containing alpha-
cypermethrin at 0.02 mg/kg/day. Values were compared by Student's t-test after variance
analysis.

Insecticide group versus control group: *P < 0.01; **P < 0.001.
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Fig. 1. Erythrocyte oxidant markers in mothers and newborns. Values are presented as means + SD. Insecticide group: rats fed the diet containing alpha-cypermethrin at 0.02 mg/kg/day.
Values were compared by Student's t-test after variance analysis. Insecticide group versus control group: *P < 0.01; **P < 0.001.

Yousef et al. [41] reported an increase in serum triglyceride values in
male rabbits exposed to cypermethrin after sixth week. An increase in
liver triglyceride levels was observed in pregnant rats exposed to
alpha-cypermethrin. These findings suggested increased fat synthesis
by the liver, as shown for metribuzin [42]. This elevation may also be at-
tributed either to an inhibition of lipase enzyme activity in both hepatic
TG and plasma lipoproteins [43]. Sefi et al. [44] reported an elevation in
plasma total cholesterol and TG levels in pups and their mothers ex-
posed to Fenthion. In our study, despite significant differences between
control and experimental groups, plasma glucose and lipid concentra-
tions in female rats exposed to alpha-cypermethrin were in normal

range, probably due to the low dose used. However, these modifications
were sufficient to affect fetal biochemical concentrations.

Our results showed that alpha-cypermethrin exposure increased
plasma enzyme activities (ALT, AST, ALP) in rats. Increased serum ALT
and ALP activities suggested that alpha-cypermethrin caused hepatic
damage and that damage occurred probably through a free radical mech-
anism [42]. Deltametrin induced various liver histological changes which
caused serum ALT and AST increase [45]. ALT and AST are located in he-
patocyte cytosol; their plasmatic enhancement may be due to liver dys-
function and damage [36]. The increase of these enzyme activities in
newborns was explained by the early programming of hepatic disorders.
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Fig. 2. Plasma vitamin C and erythrocyte antioxidant markers in mothers and newborns. Values are presented as means = SD. Insecticide group: rats fed the diet containing alpha-
cypermethrin at 0.02 mg/kg/day. Values were compared by Student's t-test after variance analysis. Insecticide group versus control group: *P < 0.01; **P < 0.001.
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Fetoui et al. [46] and Chiali et al. [42] reported that pesticide exposure
resulted in increased oxidative stress and altered antioxidant status in
different organs. Thus, it may be proposed that cypermethrin induced
oxidative stress responsible for the degenerative changes in various or-
gans such as liver. Our results showed that treatment with alpha-
cypermethrin resulted in an imbalance between the formation and the
inactivation of reactive oxygen species. Tukhtaev et al. [47] reported
that prolonged exposure to low doses of lambda-cyhalothrin led to the
development of oxidative stress in pregnant females and their offspring.

In our study, oxidative stress was marked by high oxidative
parameters (MDA and carbonyl proteins) and low antioxidant defense
(SOD, Catalase, GSH). These findings were in agreement with previous
results showing that cypermethrin caused an elevation in serum
malondialdehyde and a decrease in the antioxidant enzymes (SOD,
CAT) [6,48]. The decrease in SOD and catalase activities and GSH levels
suggested that exposure to alpha cypermethrin may lead to excessive
free radical generation in pregnant rats. In addition, the liver was ex-
posed to oxidative stress. These free radicals might induce deterioration
of biological membranes and organ toxicity [42,49,50]. Pyrethroids are
metabolized in liver via cytochrome P450 oxidative pathways yielding
reactive oxygen species [51]. The decrease in GSH levels may be due
to either the inhibition of GSH synthesis or increased utilization of
GSH for detoxification [52]. Prasanthi et al. [5] reported that oxidative
damage, induced by pyrethroids, might be due to their lipophilicity,
whereby they could penetrate easily to cell membrane and caused
membrane lipid peroxidation. This could explain the high levels of
MDA and protein carbonyl in the liver. This oxidative state may lead
to organ damages with biochemical and physiological alterations.

Previous results indicated that cypermethrin is a potent develop-
mental toxicant [53].

Herein, our findings proved that even at low doses, alpha-
cypermethrin induced maternal oxidative stress which could lead to
fetal redox disturbances.

Our findings agree with previous study in which hepatotoxic and ox-
idative stress were detected in mice offspring exposed prenatally to
chloropyrifos [54]. Mansour and Mossa [55] reported that lipid peroxi-
dation was significantly increased while glutathione transferase (GST)
and superoxide dismutase (SOD) were significantly decreased in treat-
ed rats compared to controls. Administration of pyrethroids to pregnant
dams enhanced oxidative stress in different regions of the brain; re-
duced catalase, superoxide dismutase, and glutathione peroxidase ac-
tivities in their newborns [56].

In conclusion, we observed that maternal exposure to low doses of
alpha-cypermethrin resulted in metabolic disorders and oxidative
stress during pregnancy. These abnormalities were also observed in
newborns. Neonate metabolic changes could have long term health
risks. Our results may be considered to estimate gestational risk associ-
ated with insecticide exposure. In the light of these observations, alpha-
cypermethrin should be used with caution during pregnancy.

Conflict of interest

The authors declare that they have no conflicts of interest.

Acknowledgments

This work was supported by the Algerian Research Project (PNR,
2011-FAO/WHO reports. INRAA203) on pesticides. The authors thank
INRAA (Sidi Bel Abbes, Algeria) for providing alpha-cypermethrin
used in this study.

References

[1] M.C. Alavanja, J.A. Hoppin, F. Kamel, Health effects of chronic pesticide exposure:
cancer and neurotoxicity, Annu. Rev. Public Health 25 (2004) 155-197.


http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0005
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0005

54

(2]

3

[4

5

(6]

(7

[8

(9]

L. Hocine et al. / Pesticide Biochemistry and Physiology 134 (2016) 49-54

H. Rehman, A. Al thbiani, S. Shalini, A. Zahidk horshid, M. Anand, A.A. Abid, System-
atic review on pyrethroid toxicity with special reference to deltamethrin, J. Entomol.
Zool. Stud. 2 (2014) 60-70.

S.M. Soderlund, J.M. Clark, L.P. Sheets, L.S. Mullin, V.J. Piccirillo, D. Sargent, ].T.
Stevens, M.L. Weiner, Mechanisms of pyrethroid neurotoxicity: implications for cu-
mulative risk assessment, Toxicology 171 (2002) 3-59.

K. Sukontason, T. Chaiwong, J. Tayutivutikul, P. Somboon, W. Choochote, S. Piangjai,
K.L. Sukontason, Susceptibility of Musca domestica and Chrysomya megacephala to
permethrin and deltamethrin in Thailand, J. Med. Entomol. 42 (2005) 812-814.

K. Prasanthi, K. Muralidhara, P.S. Rajini, Fenvalerate-induced oxidative damage in rat
tissues and its attenuation by dietary sesame oil, Food Chem. Toxicol. 43 (2005)
299-306.

F.M. El-Demerdash, Oxidative stress and hepatotoxicity induced by synthetic pyre-
throids-organophosphate insecticides mixture in rat, J. Environ. Sci. Health 29
(2011) 145-158.

P. Kovacic, Mechanism of organophosphates (nerve gases and pesticides) and anti-
dotes: electron transfer and oxidative stress, Curr. Med. Chem. 10 (2003) 2705-2709.
E. Mariussen, F. Fonnum, Neurochemical targets and behavioral effects of
organohalogen compounds: an update, Crit. Rev. Toxicol. 36 (2006) 253-289.
D.M. Soderlund, Molecular mechanisms of pyrethroid insecticide neurotoxicity: re-
cent advances, Arch. Toxicol. 86 (2012) 165-181.

[10] J. Roger, R. Kevlock, Casaret and Doull's toxicology: the basic science of poisons, in:

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

(18]

[19]

C.D. Klassen (Ed.), Chapter 10. Dev Toxicol 2001, pp. 351-381.

N. Akhtar, M.K. Srivastava, R.B. Raizada, Transplacental disposition and teratogenic
effects of chlorpyrifos in rats, J. Toxicol. Sci. 31 (2006) 521-527.

Z. Xue, X. Li, Q. Su, L. Xu, P. Zhang, Z. Kong, J. Xu, J. Teng, Effect of synthetic pyre-
throid pesticide exposure during pregnancy on the growth and development of in-
fants, Asia Pac. ]. Public Health 25 (2013) 72-79.

C. Huang, X. Li, Maternal cypermethrin exposure during the perinatal period impairs
testicular development in C57BL male offspring, PLoS One 9 (2014) 96781.

R. Scheuplein, G. Charnley, M. Dourson, Differential sensitivity of children and adults
to chemical toxicity: biological basis, Regul. Toxicol. Pharmacol. 35 (2002) 429-447.
J.E. Shelton, E.M. Geraghty, D.J. Tancredi, L.D. Delwiche, RJ. Schmidt, B. Ritz, R.L.
Hansen, 1. Hertz-Picciotto, Neurodevelopmental disorders and prenatal residential
proximity to agricultural pesticides: the CHARGE study, Environ. Health Perspect.
122 (2014) 1103-1109.

A. Khan, H.A.M. Faridi, M. Ali, M.Z. Khan, M. Siddique, I. Hussain, M. Ahmad, Effects
of cypermethrin on some clinico-hemato-biochemical and pathological parameters
in male dwarf goats (Capra hircus), Exp. Toxicol. Pathol. 61 (2009) 151-160.

R. Ahmed, Perinatal TCDD exposure alters developmental neuroendocrine system,
Food Chem. Toxicol. 49 (2011) 1276-1284.

A.E.MM. Marei, L.O. Ruzo, J.E. Casida, Analysis and persistence of permethrin,
cypermethrin, deltamethrin and fenvalerate in the fat and brain of treated rats, J.
Agric. Food Chem. 30 (1982) 558-562.

AT. Farag, N.F. Goda, N.A. Shaaban, A.H. Mansee, Effects of oral exposure of synthetic
pyrethroid, cypermethrin on the behaviorof F1-progeny in mice, Reprod. Toxicol. 23
(2007) 560-567.

[20] J. Wang, P. Liu, X. Wu, F. Wang, Studies on DNA damage of the neuron cell in rat off-

[21]

(22]
(23]

[24]

[25]
[26]
[27]
(28]
[29]

[30]

spring induced by cypermerthrin and methylparathrion during embryo exposure,
Wei Sheng Yan Jiu 36 (2007) 361-363.

H. Zhou, C. Huang, ]. Tong, X.-G. Xia, Early exposure to paraquat sensitizes dopami-
nergic neurons to subsequent silencing of PINK1 gene expression in mice, Int. J. Biol.
Sci. 7 (8) (2011) 1180-1187.

T. Taetzsch, M.L. Block, Pesticides, microglial NOX2, and Parkinson's disease, J.
Biochem. Mol. Toxicol. 27 (2013) 137-149.

M.K.A. Khan, Asmatullah, Teratogenic effect of sublethal doses of deltamethrin in
mice, Pakistan, J. Zool. 45 (2013) 857-864.

FAO/WHO reports. Codex Alimentarius Commission, Reports of the Fourteenth Ses-
sion of the Codex Committee on Residues of Veterinary Drugs in Foods(USA: Arling-
ton Va) 2003 4-7.

SXK. Jacota, H.M. Dani, A new calorimetric technique for the estimation of vitamin C
using Folin phenol reagent, Anal. Biochem. 127 (1982) 178-182.

H. Aebi, Catalase, in: H.U. Bergmeyer (Ed.) Second ed., Methods of Enzymatic Anal-
ysis, vol. 2, Verlag Chemie, Weinheim 1974, pp. 673-684.

EF. Elstner, RJ. Youngman, W. Obwad, Superoxide dismutase, in: H.U. Bergmeyer
(Ed.) third ed., Methods of Enzymatic Analysis, vol. 3, Verlag Chemie, Weinheim
1983, pp. 293-302.

G. Ellman, Tissue sulfhydryl groups, Arch. Biochem. Biophys. 82 (1959) 70-77.

H. Draper, M. Hadley, Malondialdehyde determination as index of lipid peroxida-
tion, Methods Enzymol. 186 (1990) 421-431.

R.L. Levine, D. Garland, C.N. Oliver, I. Climent, A.G. Lenz, B.W. Ahn, S. Shaltiel, E.R.
Stadtman, Determination of carbonyl content in oxidatively modified proteins,
Methods Enzymol. 186 (1990) 464-478.

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

F. Perera, J. Herbstman, Prenatal environmental exposures, epigenetics, and disease,
Reprod. Toxicol. 31 (3) (2011) 363-373.

D.L. Baconi, M. Barca, G. Manda, A.M. Ciobanu, C. Balalau, Investigation of the toxicity
of some organophosphorus pesticides in repeated dose study in rats, Romanian J.
Morphol. Embryol. 54 (2013) 349-356.

S.M. Reginer, A.G. Kirkley, H. Ye, E. El-Hashani, X. Zhang, B.A. Neel, W. Kamau, C.C.
Thomas, A.K. Williams, E.T. Hayes, N.L. Massad, D.N. Johnson, L. Huang, C. Zhang,
R.M. Sargis, Dietary exposure to the endocrine disruptor tolylfluanid promotes glob-
al metabolic dysfunction in male mice, Endocrinology 156 (2015) 896-910.

S.Lim, S.Y. Ahn, I.C. Song, M.H. Chung, H.C. Jang, K.S. Park, K.U. Lee, Y.K. Pak, HK. Lee,
Chronic exposure to the herbicide, atrazine, causes mitochondrial dysfunction and
insulin resistance, PLoS One 4 (2009), e5186.

A. Akhtar, A.A. Deshmukh, C.G. Raut, A.P. Somkuwar, S.S. Bhagat, Prallethrin induced
serum biochemical changes in Wistar rats, Pestic. Biochem. Physiol. 102 (2012)
160-168.

M. Veerappan, I. Hwang, M. Pandurangan, Effect of cypermethrin, carbendazim and
their combination on male albino rat serum, Int. J. Exp. Pathol. 93 (2012) 361-369.
G. Eraslan, M. Kanbur, S. Silici, S. Altinordulu, M. Karabacak, Effecs of cypermethrin
on some biochemical changes in rats: the protective role of propolis, Exp. Anim.
57 (2008) 453-460.

G.K. Bhatti, LP.S. Sidhu, N.K. Saini, S.K. Puar, G. Singh, ].S. Bhatti, Ameliorative role of
melatonin against cypermethrin induced hepatotoxicity and impaired antioxidant
defense system in Wistar rats, J. Environ. Sci. 8 (2014) 39-48.

A.P. Bhanu, M. Deepak, Impact of cypermethrin on biochemical aspects of clinical
importance in the blood of freshwater fish Cyprinus carpio, J. Entomol. Zool. Stud.
3(2015) 126-128.

D.K. Rai, P.K. Rai, A. Gupta, G. Watal, B. Sharma, Cartap and carbofuran induced alter-
ations in serum lipid profile of wistar rats, Indian J. Clin. Biochem. 24 (2009)
198-201.

M.L Yousef, F.M. El-Demerdash, K.I. Kamel, K.S. Al-Salhen, Changes in some hemato-
logical and biochemical indices of rabbits induced by isoflavones and cypermethrin,
Toxicology 189 (2003) 223-234.

F.Z., Chiali, H. Merzouk, S.A. Merzouk, A. Medjdoub, M. Narce, Chronic low level
metribuzin exposure induces metabolic alterations in rats, Pestic. Biochem. Physiol.
106 (2013) 38-44.

1J. Goldberg, ] R. Paterniti, H.N. Ginsberg, F.T. Lindgren, W.V. Brown, Lipoprotein me-
tabolism during acute inhibition of hepatic triglyceride lipase in the Cynomolgus
monkey, J. Clin. Invest. 70 (1982) 1184-1192.

M. Sefi, H. Bouaziz, N. Soudani, T. Boudawara, N. Zeghal, Fenthion induced-oxidative
stress in the liver of adult rats and their progeny: alleviation by Artemisia campestris,
Pestic. Biochem. Physiol. 101 (2011) 71-79.

H.A. Lamfon, Effect of silymarin against deltamethrin induced histological and bio-
chemical changes in liver of albino rats, Egypt, J. Exp. Biol. 3 (2007) 165-169.

H. Fetoui, M. Makni, M. Garoui, N. Zeghal, Toxic effects of lambda-cyhalothrin, a syn-
thetic pyrethroid pesticide, on the rat kidney: involvement of oxidative stress and
protective role of ascorbic acid, Exp. Toxicol. Pathol. 62 (2010) 593-599.

K. Tukhtaev, S. Tulemetov, N. Zokirova, N. Tukhtaev, Effect of long term exposure of
low doses of lambda cyhalothrin on the level of lipid peroxidation and antioxidant
enzymes of the pregnant rats and their offspring, Med. Health Sci. J. 13 (2012)
93-98.

AS. Sakr, Y.A. Albarakai, Effect of cinnamon on cypermethrin-induced nephrotoxici-
ty in albino rats, Int. J. Adv. Res. 2 (2014) 578-586.

CXK. Chow, A.L. Tappel, An enzymatic protective mechanism against lipid peroxida-
tion damage to lungs of ozone-exposed rats, Lipids 7 (1972) 518-524.

T. Sen, N. Sen, G. Tripathi, U. Chatterjee, S. Chakrabarti, Lipid peroxidation associated
cardiolipin loss and membrane depolarization in rat brain mitochondria,
Neurochem. Int. 49 (2006) 20-27.

J. Klimek, Cytochrome P-450 involvement in the NADPHdependent lipid peroxida-
tion in human placental mitochondria, Biochim. Biophys. Acta 1044 (1990)
158-164.

S.N. Singh, P. Vats, M.M. Kumria, S. Ranganathan, R. Shyam, M.P. Arora, C.L. Jain, K.
Sridharan, Effect of high altitude (7,620 m) exposure on glutathione and related me-
tabolism in rats, Eur. J. Appl. Physiol. 84 (2001) 233-237.

K. Raees, K. Asmatullah, Raees Ahmad, pregnancy and fetal correlations of
cypermethrin in mice (Mus musculus), Biologia (Pakistan) 56 (2010) 39-54.

Y.A. Raslan, A.T.A. El-Said, Neurochemical and oxidative stress of rat offspring after
maternal exposure to chlorpyrifos during gestation, Aust. J. Basic Appl. Sci. 5 (9)
(2011) 1012-1021.

S.A. Mansour, A.T. Mossa, Adverse effects of exposure to low doses of chlorpyrifos in
lactating rats, Hum. Exp. Toxicol. 29 (2) (2010) 77-92.

F. Syed, PJ. John, I. Soni, Neurodevelopmental consequences of gestational and lac-
tational exposure to pyrethroids in rats, Environ. Toxicol. (2015), http://dx.doi.
org/10.1002/tox.22178.


http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0010
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0010
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0010
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0015
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0015
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0015
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0020
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0020
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0020
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0025
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0025
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0025
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0030
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0030
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0030
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0035
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0035
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0040
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0040
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0045
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0045
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0050
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0050
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0055
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0055
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0060
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0060
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0060
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0065
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0065
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0070
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0070
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0075
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0075
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0075
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0075
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0080
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0080
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0080
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0085
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0085
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0090
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0090
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0090
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0095
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0095
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0095
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0100
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0100
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0100
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0105
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0105
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0105
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0110
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0110
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0115
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0115
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0120
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0120
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0120
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0125
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0125
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0130
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0130
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0135
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0135
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0135
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0140
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0145
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0145
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0150
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0150
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0150
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0155
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0155
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0160
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0160
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0160
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0165
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0165
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0165
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0165
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0170
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0170
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0170
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0175
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0175
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0175
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0180
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0180
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0185
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0185
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0185
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0190
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0190
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0190
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0195
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0195
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0195
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0200
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0200
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0200
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0205
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0205
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0205
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0210
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0210
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0210
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0215
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0215
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0215
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0220
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0220
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0220
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0225
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0225
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0230
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0230
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0230
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0235
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0235
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0235
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0235
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0240
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0240
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0245
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0245
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0250
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0250
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0250
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0255
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0255
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0255
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0260
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0260
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0260
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0265
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0265
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0270
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0270
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0270
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0275
http://refhub.elsevier.com/S0048-3575(16)30035-9/rf0275
http://dx.doi.org/10.1002/tox.22178

