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Résumé

L’objectif de notre travail est I’étude des modifications physiologiques et biochimiques
observées chez un protiste cilié Paramecium sp. Soumis a un fongicide, le Mandipropamide, a

un métal lourd le Cadmium et & leur combinaison.

Les résultats obtenus mettent en évidence une toxicité des deux composés ainsi que leur
combinaison, exprimée par l’inhibition de la croissance cellulaire, la perturbation du
métabolisme biochimique dont entre autre I’augmentation des taux de protéines totales.
Parallelement  nous avons noté une diminution de la  consommation

de I’oxygéne pour les cellules traitées par apport aux cellules témoins.

Parallelement le suivi des biomarqueurs révele d’importantes fluctuations doses dépendantes
pour les deux molécules ainsi que leur combinaison, ces fluctuations sont misent en évidence
par une induction des activités enzymatiques CAT et GST, une diminution du taux de GSH et
de l’activité AchE.

En conclusion, ces données indiquent clairement la mise en évidence d’un stress oxydatif. Le
suivi de 1’état redox cellulaire montre une augmentation des Espéces Réactives a I’Oxygéne
(ROMs), et une stimulation du Potentiel Antioxydant Biologique (BAPs), indiquant le

caractere temporaire du stress oxydant induit par les deux xénobiotiques et leur combinaison.

Mots clés: Paramecium sp., Mandipropamide, Cadmium, Combinaison, Mixture,

Cytotoxicité, Stress Oxydatif, Biomarqueurs.



Abstract

The main objective of our work is a study of physiological and biochimical modification
showed on a cellular model, a ciliar protists Paramecium sp. By fungicide Mandipropamid,
heavy metal Cadmium and their mixture.

The results show a sustained toxicity of the two compounds and their mixture by the
inhibition of growth , we have also showed a disturbance ob biochimical metabolisms through
the alternation of the total protein, similary, we reported induction of respiratory matabolism
supported by a decrease in oxygen consumption.

On another level monitoring biomarkers showed significant dose-dependent fluctuations in
the two molecules and their mixture, which are expressed by induction of CAT activity and
GST, a decease in GSH and AchE activity.

Our results indicate clearly an occurance of oxydative stress, however, the condition of
cellular redox state characterizated by the increase of the levels of Reactive Oxygen
Metabolite (ROMs) counterbalanced by a stimulation of Biological Antioxidant Potential
(BAPs) and antioxidant defense system, can be defined this stress as « passive oxidative

stress ».

Key words : Paramecium sp., Mandipropamid, Cadmium, mixture, cytotoxicity, oxidative

stress, biomarkers.
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Introduction générale

Les activités humaines sont a ’origine d’une dégradation de I’environnement, en grande
partie par la dispersion croissante de substances ou d’éléments synthétiques et naturels. Il en
résulte de nombreuses conséquences délétéres pour la santé humaine, et, au-dela, celle des
¢cosystemes. Ainsi, le 20éme siécle a connu I’émergence d’une prise de conscience : celle de
la nécessité de préservation et de restauration de la qualité de I’environnement. L’ampleur de
ces enjeux socio-economiques et scientifiques alimente désormais les préoccupations et les
efforts concertés des scientifiques et des gestionnaires. (zaouani, 2010).

Parmi les polluants, représentant un danger sérieux pour les organismes vivants, les métaux

lourds et les produits phytosanitaires occupent une place de choix.

Les effets toxiques de ces composés sur I’individu, les populations ou les écosystemes
peuvent étre discréts ou visibles vu la complexité du déclenchement de 1’action toxique.
Ceci a pour conséquence de compromettre I’équilibre des écosystemes, d’altérer les

ressources naturelles et menacer la santé humaine. (Nakhlé, 2003 ; EI-Morhit,2009).

Ainsi, I’utilisation abusive de produits phytosanitaires, est a I’origine de la contamination des
sols et des milieux aquatiques (Jamet, 1994). De plus, I’organisme pollué peut étre consommé
tout au long de la une chaine alimentaire en amplifiant les dangers sur plusieurs échelles selon
le rang du consommateur. Ainsi, les pesticides, du fait de leur potentiel toxique aussi bien
pour ’'Homme que pour son environnement sont a I’origine des pathologies telles que le
cancer, des dysfonctions des systémes respiratoires, reproductifs, endocriniens et
immunitaires, des malformations congénitales, des atteintes aiguées et chroniques du systeme
nerveux (Jawich,2010, Veillerette,2005).

De plus, I’industrie est également considérée comme le pollueur par excellence du fait de
I’émission dans les trois compartiments a savoir 1’air ,I’eau , et le sol de molécules diverses
comme c’est le cas de la sidérurgie qui émet dans I’atmosphere des particules métalliques
(ETM).

La présence des ETM dans les différents écosystémes est a 1’origine d’une atteinte de la

majorité des organismes vivants (Baize, 1997). Aussi, la recherche d’outils de surveillance de
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la qualit¢ des écosystémes et la mise au point de méthodes d’évaluation du risque
environnemental s’avérent nécessaires.

Il en est ainsi de [lutilisation intégrée de marqueurs biologiques. Ces approches
écotoxicologiques sont spécifiques aux problémes environnementaux pour l'estimation des
risques engendrés par la pollution des écosystémes a travers le suivi de parametres

biochimiques et physiologiques (Huggett et al., 1992 ; Travis, 1993).

L’utilisation de bioindicateurs sensibles, permet ainsi d’estimer la qualité des milieux et
d’évaluer toute pression exercée par la pollution sur la santé et la structure des organismes
vivants avant que toute la population ou I’écosystéme ne soient perturbés (Huggett et al.,
1992 ; Travis, 1993 ; Forbes et al., 1997). |l en est ainsi des systémes aquatiques par exemple
ou plusieurs espéces font 1’objet de normalisation pour I’évaluation de la toxicité. Selon
Blaise (1989), la réponse des organismes vivants soumis a l'agression toxique constitue le

point central des stratégies de dépistage.

Ces outils de surveillance de la qualité environnementale s’inscrivent dans deux approches
complémentaires : le contréle analytique de parameétres physico-chimiques et la mise en
ceuvre de méthodes d’observation et/ou de quantification de parameétres biologiques (Amiard
et al., 1998).

En dépit de leurs dimensions microscopiques, les protozoaires jouent un role fondamental
dans la nature. Les étres unicellulaires représentent un chainon de base dans les chaines
alimentaires des eaux douces et marines. Leur valeur est toute aussi importante car, faciles a

cultiver, les protozoaires étant des cellules hautement organisées (Dragesco, 1980).

L'utilisation d’espéces du genre Paramecium comme modele d'étude a été rapportée par
plusieurs auteurs ; en génétique, en raison de son génome bien connu, les chercheurs ont
utilisé P. tetraurelia pour l'analyse génétique, I'expression des genes et les mutations (Houten
et al., 1977 ; Brygoo, 1977 ; Mayer et al., 1998 ; Haynes et al., 2000 ; Vayssié et al., 2000).
En physiologie, les paramécies sont utilisées pour étudier l'organisation cellulaire, le role des

organites et les mécanismes des différentes fonctions physiologiques.

-
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Objectif du travail :

Notre travail a un double objectif d’un coté 1’évaluation de la toxicité et/ou des effets de deux
xénobiotiques en 1’occurrence le Cd sous forme de sel et un fongicide : le Mandipropamide
ainsi que leur combinaison en vue de I’évaluation d’un éventuel effet cocktail et ce a
I’échelle cellulaire et d’un autre coté I’effet de la pollution industrielle et de I'utilisation
abusive des pesticides en agriculture.

Pour cela nous avons subdivisé notre travail en quatre parties : ainsi aprés une étude
bibliographique sur I’état de I’art concernant notamment la toxicité des métaux lourds en
général et le Cd en particulier ainsi que sur le fongicide choisi, a travers la premiére partie de
ce travail, qui est une introduction générale assez exhaustive dans laquelle nous avons cité
notre problématique actuelle, concernant la contamination de 1’environnement par les
pesticides et les métaux lourds, ainsi que leur mixture. Nous nous sommes focalisés ensuite
sur 'utilisation des protistes ciliés en argumentant au passage le choix de ce modele

biologique alternatif Paramecium sp. pour les études en toxicologie expérimentale.

La seconde partie de ce travail a été consacrée a I’é¢tude de la toxicité potentielle de ces deux
xénobiotiques sur D’évolution de certains paramétres physiologiques des paramécies
susceptibles de fournir en amont des indications sur le degré de toxicité de ces xénobiotiques.

En troisieme lieu, nous nous sommes focalisés sur les variations métaboliques induites par le
CD, le MAD et leurs combinaisons et ce a travers le suivi des activités de certaines enzymes
impliguées dans le processus de métabolisation/détoxication( CAT, GST),ainsi que L’activité
AchE en tant que biomarqueur d’une éventuelle neurotoxicité ; parallelement a une étude
polarographique qui pourrait apporter de précieuses réponses sur I’implication des activités

mitochondriales dans le processus de toxicité.

Les effets du stress oxydant sont bien connus et conduisent a des dommages cellulaires et a
des defaillances fonctionnelles diverses et parfois irréversibles. En effets il est admis

maintenant que cet état de stress est a I’origine d’une multitude de pathologies chroniques.

Plusieurs milliers de substances chimiques se retrouvent dans les milieux aquatiques étant
donné son statu réceptacle final. Certains comme les pesticides son completement étrangers

alors que d’autres tels que les éléments traces meétalliques (ETM) présents naturellement dans
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I’environnement, mais dont les concentrations dépassent les normes requises par '’OMS du

fait de leur utilisation en milieu industriel.

La démarche choisie pour cette quatrieme partie consiste, en premier lieu, a mettre en
¢vidence I’induction d’un stress oxydant. Pour cela nous nous sommes intéressés a 1’
évaluation du taux de radicaux libres oxygénés (ROS) dont la présence en abondance dans la
cellules est un indicateur de toxicité et le cas échéant au potentiel biologique antioxydant

(BAPSs) qui rend compte des capacités antioxydantes réelles de la cellules.
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Les pesticides sont des composés chimiques utilisés par les agriculteurs pour lutter contre les
animaux (insectes, rongeurs) ou les plantes (champignons, mauvaises herbes) jugés nuisibles.
Si les pesticides sont d’abord apparus bénéfiques, leurs effets secondaires nocifs ont été
rapidement mis en évidence. Leur toxicité, liée a leur structure moléculaire, ne se limite pas
en effet aux seules espéces que I’on souhaite éliminer. Ils sont notamment toxiques pour

I’homme (Calvet, 2005 ; Khopkar, 2007).

Estimer les effets sur les écosystémes d’une pollution liée aux pesticides s’avere difficile, car
il existe un millier de familles de pesticides, soit des dizaines de milliers de pesticides. Ils sont
en outre utilisés a faibles doses et leurs comportements sont tres divers. Leur impact dépend a
la fois de leur mode d’action, de leur persistance dans le temps et de leurs sous-produits de
dégradation lesquels sont parfois plus toxiques et se dégradent moins vite que le composé

initial. Leurs effets sur le vivant sont, eux aussi, encore trés mal connus.

Selon Forbes et Forbes, (1997) la pollution des milieux aquatiques par les pesticides se

manifeste par différentes formes et provoque des effets pouvant étre de deux types :

- Effet immédiat ou a court terme conduisant a un effet toxique brutal et donc a la mort
rapide de différents organismes,
- Effet différé ou a long terme, par accumulation au cours du temps, des substances

chez certains organismes.

Plusieurs facteurs déterminent I’importance de la migration des pesticides vers les eaux de
surface , en premier lieu les concentrations , I’importance et ’intensité des événements de
pluie qui surviennent aprés I’application des pesticides aux champs et le délai entre

I’application et la pluie (Forbes et Forbes, 1997).

-
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1. Classifications des pesticides :

Les pesticides peuvent étre classés en fonction de la nature de I’espéce a combattre mais aussi
en fonction de la nature chimique de la principale substance active qui les compose (Fourrier,
1988). Le premier systeme de classification repose sur le type de parasites a controler.

il existe principalement trois grandes familles de produits phytosanitaires selon la nature des
cibles visées : les herbicides, les fongicides et les insecticides, a celles-ci s’ajoutent des
produits divers tels que les acaricides (contre les acariens),les nématicides (contre les
nématodes),les rodenticides (contre les rongeurs) , les taupicides (contre les taupes),les
molluscides(contre les limaces et les escargots),les corvicides et les corvifuges (contre les
oiseaux ravageurs de culture et surtout les corbeaux) et enfin les répulsifs (ACTA,2005). Le
deuxiéme systéme repose sur la nature chimique de la substance active majoritaire qui
compose les produits phytosanitaires (tableau 2), les principaux groupes chimiques
comprennent les organochlorés, les organophosphorés, les carbamates, les pyréthrinoides, les
triazines et les urées substituées. (Merhi, 2008 ; UIPP, 2009).

Les systemes de classifications sont universels, néanmoins 1’Organisation Mondiale de la
Santé (OMS, 2005) a classé les produits phytosanitaires en fonction de la toxicité orale et de
la toxicité cutanée des matieres actives de ces derniers (tableau 1).cette classification

comprend cing niveaux allant d’extrémement dangereux au sans risque.

Tableau 01 : Classification de la toxicité aigue des pesticides (OMS, 2005)

Classification Désignation DL50 pour le rat (mg/kg poids du corps)
Orale Cutané
Classe Niveau du risque Solide Liquide | Solide Liquide
la Extrémement <5 <20 <10 <40
dangereux
Ib Tres dangereux 5-50 20-200 |[10-100 40 - 400
Il Modérément 50 — 500 200 —2000{100 — 1000 @00 - 4000
dangereux
1l Peu dangereux >500 >2000 >1000 > 4000
U Sans risque dans le | >2000 > 4000
cadred’une utilisation
normale

-
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2. Devenir des pesticides dans I’environnement :

L’utilisation abusive des produits phytosanitaires en agriculture est a I’origine d’une
contamination de I’environnement. Ces molécules sont susceptibles de quitter leurs sites
d’application et sont alors considérées comme micropolluants organiques a ’origine de la

pollution de tous les compartiments environnementaux (Shrack et Coquil, 2009).

Du fait de leur toxicité et de leur potentiel de bioaccumulation, ces molécules présentent un
risque pour I’environnement en général (Wendt-Rasch et al., 2004 ; Capkin et al., 2006).
D’un autre coté de nombreuses études ont montré la présence de produits phytosanitaires ou
de leurs résidus dans I’atmospheére aussi bien en milieu rural, qu’en milieu urbain (Terfaya et

al., 2009) ces composés peuvent étre soumis au transport atmosphérique.

La diffusion est possible sur de grandes distances comme en témoigne la détection de
pesticides organochlorés dans les precipitations en Antarctique (Bidlemn et al., 1993).Le sol
et les ressources en eau sont aussi concernés par cette pollution. Les pesticides peuvent aussi
étre transportés par ruissellement et contaminer ainsi les eaux de surface et les nappes
phréatiques, Actuellement la contamination des eaux par les pesticides est préoccupante et

généralisée. (Grange et al., 2008).

3. Toxicité et génotoxicité des pesticides :

En dépit de leur sélectivité et mode d’action spécifique, les pesticides exercent leur nocivité
envers les organismes involontairement exposés, suite a la contamination de I’environnement
et de la chaine alimentaire. Ils peuvent étre cytotoxiques, neurotoxiques, embryotoxiques,
mutagénes, tératogenes ou carcinogenes (Fishbein, 1977).

Ces xénobiotiques  peuvent donc subir une activation métabolique et former des
intermédiaires électrophiles capables d’interagir avec les acides nucléiques ; ou induire un
stress oxydatif, I’inhibition de la communication intercellulaire...etc (Lin et al., 2002 ; Hurst
et Sheahan, 2003). Souvent, les effets produits par la combinaison de plusieurs matiéres
actives sont supérieurs aux effets individuels additionnés et ce a cause de I’interaction entre

les molécules simultanément présentes. Il en est ainsi par exemple du penconazole qui
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stimule la toxicité des organophosphorés (OP) envers les mammiféres, ceci résulterait d’une
induction du cytochrome P450 responsable de la réaction d’activation des OPs en leur

métabolite toxique (Levine et Oris, 1999).

Pareillement, le propiconazole augmente I’action toxique du parathion en activant la
formation du paraoxon ; la toxicité des pesticides organophosphorés envers des organismes
non ciblés serait donc induite par une exposition antérieure au propiconazole (Levine et Oris,
1999). Aussi, la combinaison diméthoate, azinphos-méthyle, diazinon, pyrimiphos-méthyle, et
bénomyl serait plus toxique comparée aux substances testées individuellement sur des cellules

humaines.

4. Caracteristiques des métaux lourds :

On appel on général métaux lourds les éléments métalliques naturels, métaux ou dans certains
cas métalloides caractérisés par une masse volumique élevée, supérieure a 4,5 glcm?
(Boutonnet, 2000).

Les metaux lourds sont présents dans tous les compartiments de I’environnement, mais en
faibles concentrations, ils sont dits traces lorsque leur concentration est inférieure a 1 pour
1000 dans la croute terrestre ou 0,1 pour 1000 chez les étres vivants (Boutonnet, 2000). Ils
s’accumulent a travers la chaine alimentaire posant ainsi de sérieux problémes pour la santé
de ’homme (Pérez-Rama et al., 2002).

La classification des métaux lourds est souvent discutée car certains métaux toxiques ne sont
pas particulierement « lourds » comme le zinc, tandis que certains éléments toxiques ne sont

pas tous des métaux comme 1’ Arsenic (Botonnet, 2000 ; Miquel, 2001).

Les métaux lourds se caractérisent par leur persistance, leur toxicité et leur pouvoir
d’accumulation dans le milieu naturel. Ils sont transportés dans 1’atmosphére et peuvent de

déposer dans des régions ¢éloignées du lieu d’émission tel que I’arctique (Popescu et al.,

1998).
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5. Source des métaux lourds dans I’environnement :

Compte tenu de la toxicité des metaux lourds, il importe d'en connaitre les sources
anthropogenes dans 1I’environnement.

« Effluents d'extractions miniéres

» Effluents industriels

« Effluents domestiques et ruissellements orageux urbains

* Lessivage de métaux provenant de decharges d'ordures ménageres et de résidus
solides

« Apports de métaux provenant de zones rurales, par exemple métaux contenus dans
les pesticides

« Sources atmosphériques, par exemple combustion de carburants fossiles, incinération
des déchets et émissions industrielles

» Activités petrochimiques

Le tableau 2 présente quelques exemples de sources industrielles et agricoles d'ou peuvent

provenir les métaux présents dans I'environnement.

Tableau 2 :
Sources industrielles et agricoles des métaux présents dans I'environnement
Utilisations Métaux
I:%atter_les et autres appareils Cd, Hg, Pb, Zn, Mn, Ni,
électriques
. . Ti, Cd, Hg, Pb, Zn, Mn, Sn, Cr, Al, As,
Pigments et peintures
Cu, Fe
Alliages et soudures Cd, As, Pb, Zn, Mn, Sn, Ni, Cu
Biocides (pesticides, herbicides, As, Hg, Pb, Cu, Sn, Zn, Mn
conservateurs)
Agents de catalyse Ni, Hg, Pb, Cu, Sn
Verre As, Sn, Mn
Engrais Cd, Hg, Pb, Al, As, Cr, Cu, Mn, Ni, Zn
Matiéres plastiques Cd, Sn, Pb
Produits dentaires et cosmétiques Sn, Hg
Textiles Cr, Fe, Al
Raffineries Ni, V, Pb, Fe, Mn, Zn
Carburants Ni, Hg, Cu, Fe, Mn, Pb, Cd

-
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Les métaux lourds qui contaminent Il'environnement aquatique proviennent de sources
naturelles et de sources anthropogenes. Leur entrée peut étre le résultat soit de déversements
effectués directement dans les écosystémes marins et dans les eaux douces, soit d'un
cheminement indirect comme dans le cas des décharges séches et humides et du ruissellement
agricole (Maas, 1987 ; Mechael et Kennich, 1998).

6. La bioaccumulation des métaux lourds :

La bioaccumulation est le processus d’assimilation et de concentration des métaux lourds
dans 1’organisme, designant la capacité des Des organismes aquatiques a concentrer et a
accumuler leur substances chimiques présentes a des concentrations supérieures a celles qui

sont mesurées dans 1’eau (Ting et al., 1991), le processus se déroule en trois temps :

* L’assimilation
* La bioaccumulation par 1’individu, ou bioconcentration

« La bioaccumulation entre individu, ou bioamplification

7. Toxicité des métaux lourds :

La plupart de nos connaissances sur la toxicité des métaux lourds proviennent d’études de cas
d’intoxications collectives aigue ou professionnelles. Peu de cas confirment la responsabilité
de la pollution dans I’accroissement de la mortalité, les exemples de Minamata (Pollution de
la baie au Japon par le mercure : 100 morts) et Bhapal (Accident d’une usine d’insecticides en
Inde : 2000 morts) sont des cas célébres.

Dans le cas de 1’Algérie, 'usine METANOF de Ghazaouet (Wilaya de Tlemcen) qui produit
du zinc et du cadmium, depuis son entrée en production en 1978, a attiré I’attention des
responsables de la santé sur des phénomenes de pollution peu connus auparavant et a fait ainsi
I’objet de plusieurs études (Dahmani, 1988 ; Fekih et Belhouari, 1990 ; Gourari, 1991 ;
Gouaouar, 2002).

0
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8. Effet du cadmium sur les microorganismes :

Le Cd peut inhiber la croissance des champignons, de Saccharomyces cerevisiae (Guelfi et
al., 2003) et Aspergillus Niger (Tsekovaet al., 2000). Il inhibe la production de I’acide
citrique de 1’aspergillus Niger, réduit les protéines et ’ADN contenus dans les cellules et

augmente les lipides et les polysaccharides (Tsekova et al., 2000).

Chez Stereum hirsutum et Phanerochaete chrysosporium (moisissures blanches), la présence
du Cd inhibe la croissance, diminue I’activité catalase (Baldrian, 2002) et 1’oxydation de

I’acide 3- dimethylaminobenzoic (Youngs et al., 2000).

Les ciliés comme les paramecies et Tétrahymena sont devenus un matériel excellent pour
tester les effets des pesticides, antibiotiques et autres drogues a coté des metaux lourds et leurs
composants (Kamola, 1995). Chez les paramécies, le mouvement en arriére creé par le
battement des cils (Backward swimming) est réduit a 18,4% a une concentration de 100 uM
(Bernal, 1996).

Chez Tétraselmis suecica traitées au Cd, la croissance est inhibée et les valeurs de ’EC50

sont de 7,9 mg Cd/L apres 6 jours d’exposition (Pérez-Rama et al., 2002).

9. Toxicité du cadmium :

Le cadmium est & ’origine de divers types de toxicité aussi bien chez I’Homme que son
environnement (retard de croissance, , induction /inhibition des enzymes, altérations de
I’action somatique, I’afflux des cations et la génération des radicaux libres inhibition de la

photosynthése) (Prasad, 1995).

Les perturbations des mécanismes enzymatiques par le cadmium sont souvent dues a son
affinité vis-a-vis des groupements thiols ou phosphates.

Il a été montré que chez les algues marines, le Cd induit I’induction de I’activité des enzymes
impliquées dans la biosynthése de la cystéine comme la SAT (Serine acetyltransférase) et les

OASTL. (O-acetylserine thiole lyase), diminue la nitrite réductase et la nitrate réductase

0
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(Mosulen et al., 2003). Ces algues peuvent réagir vis-a-vis du stress métallique en
synthétisant des molécules qui peuvent chélater ces métaux toxiques, a savoir le Glutathion
réduit (SH-) le plus important antioxydant non enzymatique (Torricelli et al., 2004) et les
phytochelatines (PCs), ainsi que des peptides thiol de faibles poids moléculaires dérivés du
GSH (Torricelli et al., 2004).

Les PCs sont une classe de molécules qui se lient facilement aux métaux lourds et sont
impliquées dans la détoxification primaire chez les plantes inférieurs et supérieures (Cobbett,
2000 ; Di Toppi, 2002) et peuvent jouer un réle dans I’homéostasie des métaux essentiels
(Grill et al., 1988). Il est attribué a cette catégorie de protéines cytosolyques un caractére de
détoxification puisqu’elles réduisent la quantité de cadmium libre, responsable des effets
toxiques dans la cellule.

Chez Dunalliela bioculata, Penada-Saraiva (1975) a mis en évidence une altération de
I’activité mitotique par le cadmium. Outre son action mutagene (Webb, 1979), le cadmium
peut également stimuler la synthése d’ADN. Des perturbations de la synthése d’ARN et de
protéines ont également été mises en évidence chez de nombreuses espéces (Bracken et
Shama, 1985).

10. Radicaux libres et stress oxydatif :

Le métabolisme cellulaire normal produit en permanence des espéces oxygénees réactives
(ERO). Par exemple, au cours de la respiration, chaque cellule réduit lI'oxygene en eau.
Parfois, une partie de cet oxygéne échappe a la transformation compléte et donne une forme

d'oxygeéne tres réactive : I'anion superoxyde (caractéristique des radicaux libres).

D'autres radicaux libres sont générés en chaine a partir des diverses réactions chimiques de
notre organisme. Ces molécules, trés agressives, sont normalement éliminées par des
systemes de défense enzymatiques ou biochimiques. En outre, Il existe aussi des systemes
réparateurs chargés de corriger les effets toxiques des radicaux libres. Les radicaux libres
peuvent diffuser dans le cytoplasme et a travers les membranes, pour aller altérer des
composants cellulaires ¢loignés de leur site de production ou encore pour atteindre d’autres
cellules (Boveris et al., 1972). De plus, I’attaque des composants organiques des cellules

(lipides, protéines ou glucides) engendre la transmission d’une cascade radicalaire, soit a

0
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I’intérieur d’'une méme cellule, soit a I'intéricur d’'un méme tissu en agissant d’une cellule &

une autre.

En absence d’équipement antioxydant tissulaire efficace pour stopper cet enchainement
radicalaire, le phénomene de dégradation connait une progression rapide, qui, apres
interaction avec les autres systémes tissulaires, devient trés vite exponentielle. Cette
transmission extrémement rapide peut alors conduire au transfert de I’agression radicalaire sur
plusieurs centimétres au sein d’un tissu en une fraction de seconde (Neuzil et al., 1993).
Parfois, la production de ces molécules agressives, sous l'influence de diverses pathologies,
ou de facteurs extérieurs comme la pollution, les radiations ionisantes, le stress, certaines
drogues ou le tabagisme, s'exacerbe et les systemes naturels de défense ou de réparation sont
débordes.

On assiste alors a une désorganisation des structures membranaires, a l'oxydation des
lipoprotéines circulantes qui ne peuvent plus étre épurées, a l'oxydation de protéines qui
perdent alors leur fonction, a l'attaque et a la fragmentation de I'ADN.

Le stress oxydatif touche donc I'ensemble des tissus et des métabolismes et de ce fait participe

a un grand nombre de pathologies.

11. Systemes de défenses antioxydants :

Lorsque des ERO commencent a s’accumuler dans la cellule, ils peuvent étre neutralisés par
des molécules de défense antioxydantes présentes dans la cellule comme le glutathion, les
vitamine E et C, la bilirubine, I’acide lipoique, et des enzymes comme la catalase, la
superoxyde dismutase, la glutathion peroxydase, les peroxyrédoxines... (Morel et Barouki,
1998; Delattre, 2005). Dans un premier temps, la cellule ne modifie pas ses propriétés
biologiques. Si les ERO continuent a s’accumuler, une adaptation plus consistante de la
cellule est nécessaire avec I’induction de geénes codant des enzymes anti oxydantes, des
protéines chaperons, des enzymes impliquées dans la réparation de I’ADN et des protéines.
On observe aussi une répression des systemes susceptibles de libérer des ERO, notamment la
chaine respiratoire, les cytochromes P450 et la NADPH oxydase (Morel et Barouki, 1999 ;

Barouki et Morel, 2001). Dans ces conditions, nous pouvons parler de stress dans la mesure
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ou la cellule a adapté ses fonctions biologiques, notamment son expression genique, aux

modifications de son environnement.

A un stade ultime, la cellule peut suivre la voie de 1’apoptose ou de la sénescence. Selon cette
définition, il est aisé de détecter un stress oxydant provoqué par une élévation aigué des ERO.
La situation est plus complexe lorsque 1’on recherche un stress oxydant chronique au cours
duquel, d’une part, les élévations des ERO sont atténuées par des boucles de régulation, et,
d’autre part, les inductions des enzymes antioxydantes et réparatrices sont plus modestes, ces
enzymes étant parfois elles-mémes altérées par oxydation. (Conconiet al., 1996 ; Conconiet et
Friguet, 1997 ; Wirth et al., 2003).




CHAPITRE I
MATERIEL ET METHODES



Matériel et méthodes

Notre travail a été effectué au niveau du Laboratoire de Toxicologie Cellulaire (LTC)
de I’Université Badji Mokhtar —Annaba.

Matériel biologique :

Nous avons utilisé un modele unicellulaire, un microorganisme de la classe des
protistes ciliés, représenté par : Paramecium sp. La systématique actuelle du genre
Paramecium, d’aprés Corliss (1961) et Honigberg (1964), peut étre établie comme

suit :

Phylum : Protozoa
Subphylum : Ciliophora
Classe : Ciliatea
Sous-classe : Holotrichia
Ordre : Hymenostomatida
Sous-ordre : Peniculina

Famille : Parameciidae

STRUCTURE D'UNE PARAMECIE

cils vibratoires
trichocyste

canal de la vacuole vacuole contractile

contractile
vacuole digestive
gros noyau
petit noyau
gouttiére orale
endoplasme
pharynx

ectoplasme

wiw.infovisual.info

Figure 1 : Structure d’une paramécie  Figure 2 : Représentation de la structure
vue par MO (Benlaifa,2016) d’une paramécie (Génoscope, 2007)
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2. Matériel chimique :

Nous avons utilisé dans notre étude deux xénobiotiques, un fongicide
(Mandipropamide) et un métal lourd (Cadmium). Les caracteristiques
physicochimiques des deux composés étudiés et leurs structures sont représentées
dans les tableaux (3) et (4).

Tableau 3 : Caractéristiques physicochimiques et structure moléculaire du
Mandipropamide

Nom chimique 2-(4-chloorfenyl)- N-[3-methoxy-4-(prop-2-ynyloxy) fenethyl]-
2-(prop-2-ynyloxy)aceetamide

Formule chimique C23H22CINO4

Poids moléculaire 411,9 g /mol

pH Entre 6.9 et 7

Stabilité Stabilité au stockage de 7 jours a 0°C et 14 jours a 54°C et a

température ambiante durant 2 ans

Solubilité soluble dans I’eau et non dans les solvants organiques

|L |

/O

Structure moléculaire
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Tableau 4 : Caractéristiques physicochimiques du Cadmium

Nom chimique 2(anhydre)-8(monohydrate)-5(hémipentahydrate) 8 (hydrate)

Masse Molaire

183,317 g/mol

Masse volumique

4,05g-cm

Aspect

Solide blanc hygroscopique, inodore

Solubilité

Soluble dans ’eau

Structure cristalline

Trigonale
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Méthodes :

3.1. Culture des Paramécies :

3.2.

3.2.1.

3.2.2.

La méthode utilisée est celle de Beaumont et cassier (1998) modifiée par (Azzouz,
2011) et comprend :

Une culture mixte :

Du foin est coupé en petits morceaux et infusé dans un récipient contenant de I’eau de
robinet. La préparation est laissée dans un lieu tiéde, sombre et aéré. Quelques jours
plus tard (3 a 4jours) apparait un voile bactérien sur la solution. On filtre 1’infusion et
on observe, sous microscope optique et sans coloration, les premiers ciliés. Ces

organismes se nourrissent au dépend du voile bactérien.

Une culture pure :

Le milieu de culture composé a base de poudre de laitue et d’un mélange de
constituants a base de légumes et de levures est préparé selon la méthode de Azzouz,
(2011).

Traitement des parameécies :

traitement des Paramécie par le Cadmium :

Les tests sont réalisés sur des aliquotes de 10 ml de culture de paramécie, nous avons

retenu quatre concentrations croissantes de Cadmium : 0,5. 1. 2 et 5 mM.
traitement des Paramécie par le MAD :
Les tests sont réalisés sur des aliquotes de 10 ml de culture de paramécie, nous avons

retenu trois concentrations croissantes de MAD :
2,5.5et 7,5 ul/l.

Nl




3.2.3.

3.3.

3.4.
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traitement des paramécies par la combinaison des deux xénobiotiques :

Les tests sont réalisés sur des aliquotes de 10 ml de culture de paramécie, nous avons
mixé les trois concentrations croissantes du Fongicide (2.5. 5. 7,5 pl/l) avec une
faible concentration du Cadmium (0.5ul/l), en utilisant cette derniére comme témoin
positif.

Les tests effectués sont répétés trois fois

Cinétigue de croissance :

La cinetiqgue de croissance des paramecies est effectuée par comptage cellulaire
manuel en fonction du temps selon la méthode de Amamra (2015). Le comptage est
facilit¢ apres fixation des cellules avec du lugol. La cinétique de croissance
commence 24h apres la mise en contact des paramécies avec les xénobiotiques.
L’observation microscopique est réalisée sous microscope photonique (Leica DL

1000) au grossissement 10, tous les jours pendant une semaine.

Calcul du pourcentage de réponse :

C’est un calcul qui évalue la réponse du protiste vis-a-vis des xénobiotiques, et permet

d’estimer le nombre de paramécies viables il est calculé selon 1’équation suivante :

Pourcentage de réponse = [(Nc-Ng) / Nc] x 100
Ou:
Nc : Nombre des cellules témoins
Ne : Nombre final des cellules traitées
Les valeurs positives de pourcentage de réponse indiquent une inhibition de la
croissance tandis que les valeurs négatives indiquent une stimulation de la croissance
(Wong et al., 1999) .

N1



3.5.

3.5.1.

3.6.
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Méthode de dosage des métabolites biochimiques :

Dosage des protéines totales :

Les protéines sont quantifiées selon la méthode de Bradford (1976), la lecture des
absorbances s’effectue a une longueur d’onde de 595 nm au spectrophotométre
(JENWAY 6300). La gamme d’étalonnage est réalisée a partir d’une protéine
standard, (ASB).

Suivi du métabolisme respiratoire :

L’activité respiratoire des paramécies est mesuree grace a une électrode a oxygene de

type Hansentech selon la methode de Djebar et Djebar (2000).
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Figure 03. Schéma de I’électrode a oxygene (Djebar et Djebar , 2000).
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3.7.

Matériel et méthodes

Evaluation des biomarqueurs du stress oxydatif :

3.7.1. Dosage du Glutathion (GSH) :

Le taux du glutathion (GSH) est quantifié selon la méthode de Weckberker et Cory
(1988), dont le principe repose sur la mesure colorimétrique de 1’acide 2-nitro 5-
mercapturique, résultant de la réduction de I’acide 5-5’-dithio-bis-2-nitrobénzoique
(DTNB) par les groupements thiol (-SH) du glutathion.

 Mettre 3ml de milieu de cultures (témoins et traités) en présence de 1ml d’EDTA a
0,02M.

* Broyer les échantillons aux ultrasons (SONICS, VCX 130PB) pendant 35 secondes
dans un bac contenant des glagons.

* Prélever 0,8ml de I’homogénat auquel y ajouter 0,2ml d’une solution d’acide
sulfosalicylique (SSA) 0,25%.

« Passer auVortex et laisser pendant 15 minutes dans un bain de glace.

* Centrifuger a la vitesse de 1000 tours/min pendant Sminutes.

» Ajouter au mélange : Iml de tampon Tris-EDTA (0,02M d’EDTA pH = 9.,6),
0,025ml de DTNB et 0,5ml du surnageant.

* Laisser reposer pendant 5 minutes a température ambiante pour la stabilisation de la
couleur. La réaction colorimétrique se développe instantanément.

» Mesurer les absorbances a 412 nm (Spectrophotométre JENWAY 6305), Le taux du

glutathion est estimé selon la formule suivante :

X=[(A Do .vd .Vt / 13,1. Vh.Vs]) / mg de protéines

X : micromole de substrat hydrolysé par mg de protéines (UM/mg de protéines).

A Do : différence de la densité optique obtenue apres hydrolyse du substrat.

13,1 : coefficient d’extinction molaire concernant le groupement thiol (—SH).

Vd : volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation : 1 ml [0,2 ml ASS +
0,8ml homogénat].

Vh : volume de I’homogénat utilisé dans la déproténisation : 1 ml [0,2 ml ASS + 0,8

ml homogénat].
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Matériel et méthodes

Vt : volume total dans la cuve : 1,525 ml [0,5 ml surnageant + 1 ml tris/EDTA +
0,025 mI DTNB]J.

Vs : volume du surnageant dans la cuve : 0,5 ml.

3.7.2. Mesure de I’activité Catalase (CAT) :

La mesure de I’activité Catalase (CAT) est déterminée selon la méthode de Regoli et
Principato (1995) dont le principe repose sur la variation de la densité optique
consécutive a la dismutation du peroxyde d’hydrogéne (H20>).

» Mettre 1 ml de milieux de cultures (témoins et traités) en présence d’1ml de tampon
phosphate (0,1M, pH = 6).

* Broyer les échantillons aux ultrasons (SONICS, VCX 130PB) pendant 35 secondes
dans un bac contenant des glagons.

* Centrifuger ’homogénat a 14000 tours/min pendant 15 minutes

* Faire réagir 0.75 ml de tampon phosphate avec 0.2 ml de H202 et 0.025 ml
surnagent

« La lecture est effectuée toutes les 15 s pendant 1 min a la longueur d’onde 240 nm

L’activité Catalase (CAT) est exprimée en pmol d’H20, par minute et par mg de

proteines selon la formule suivante :

X=[(A Do .10 / £.L..0.05)] / mg de protéines

X : umoles de H » O, consommeées par minute et par mg de protéines
A Do : différence de la densité optique obtenue aprés hydrolyse du substrat.
e : Le coefficient d’extinction est de 0,0040 m M . Cm?

L : Longueur de la cuve utilisée (1cm).
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3.7.3.

Matériel et méthodes

Mesure de I’activité Glutathion —S- transférase (GST) :

La mesure de l’activité glutathion S-transférase (GST) est déterminée selon la
méthode de Habig et al., (1974). Elle est basée sur la réaction de conjugaison entre la
GST et un substrat, le CDNB (1-chloro 2, 4 dinitrobenzéne) en présence d’un
cofacteur le glutathion (GSH) selon la réaction suivante:

GSH+ CDNB » GS6DNB conjuguée + HCL

» Mettre 3ml de milieux de cultures (témoins et traités) en présence d’1ml de tampon
phosphate .

* Broyer les échantillons aux ultrasons (SONICS, VCX 130PB) pendant 35 secondes
dans un bac contenant des glacons ;

* Centrifuger ’homogénat a 14000tours/min pendant 30 minutes ;

* Prélever 0.2ml du surnageant auquel on ajoute 1,2ml du mélange : CDNB (1mM),
GSH (5mM), Tampon phosphate.

* Mesurer les DO a 340 nm toutes les minutes pendant 5 minutes
(Spectrophotometre JENWAY 6305, U.V. et Visible).

L’activité est déterminée d’apres la formule suivante :

X=[(A Do. Vt/9,9. Vs)] / mg de proteines

X : micromole de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines (LM/mn/mg
de protéines).

A Do : pente de la droite de régression obtenue apres hydrolyse du substrat en
fonction du temps.

9,6 : coefficient d’extinction molaire du CDNB.

V1t : volume total dans la cuve : 1,4 ml [0,2 ml surnageant + 1,2 ml du mélange
CDNBJ/GSH].

Vs : volume du surnageant dans la cuve : 0,2 ml.

<



3.7.4.

3.8.

Matériel et méthodes

Mesure de I’activité acétyl cholinestérase (Ache) :

La méthode de dosage de I’activité enzymatique est réalisée selon la méthode
d’Ellman et al., (1961) modifiée par Trielli et al.(2006). Apres une centrifugation a
3000 rpm /10 min, nous récupérons 400 pl de surnagent dans un tampon phosphate
(0,2 M, pH 8). L’activité Aceétylcholine Estérase est calculée selon la formule

suivante :

X=[(A Do. Vt/ 1,36. 10*. Vs)] / mg de protéines

X : nanomole de substrat hydrolysé par minute et par mg de protéines (nM/mn/mg de
protéines).

A Do : pente de la droite de régression obtenue apres hydrolyse du substrat en
fonction du temps.

1,36 x 10 4 : coefficient d’extinction molaire du DTNB.

V1t : volume total dans la cuve.

Vs : volume du surnageant dans la cuve : 0,1 ml

Mesure de I’état Redox Cellulaire :

La mesure de cet état comporte deux tests celui des composés prooxidants (d-ROM
test) qu nous permet de mesurer le stress oxydant, et celui des compsés antioxydants
(BAP test) pour la mesure des réponses antioxydantes biologiques.

Il est réalisé grace a un spectrophotometre de type (FRAS Evolvo System)
diagnostic Kit ( Pasquini et al., 2008), que nous avons adapté a nos conditions de

travail

Ainsi la mesure de I’état Redox cellulaire (ROMs et BAPs) nécessite au préalable, un
arret de la culture, en phase exponentielle, par centrifugation a 1500g x 15 min.
s’ensuit une homogénéisation par broyage a l'ultrason des cellules dans un bac de
glace pour éviter une dénaturation Cette procédure se déroule en tampon phosphate

100 mM a pH7. L’homogénat obtenu nous servira pour la réalisation des deux tests.
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3.8.2.

3.8.3.

3.9.

Matériel et méthodes

Mesure de Métabolites Réactifs d’Oxygene ( ROMs) :

Le principe de ce test est basé sur la réaction des ROMs (ROS) sur un tampon
chromogeéne spécifique N,N-diethylparaphenylendiamine (DEPPD) donnant ainsi une
coloration rouge qui sera mesurée par spéctrophotométrie a la longueur d’ondes de
505nm.

Mesure du Potentiel Oxydant Biologique (BAPS) :

Le Potentiel Antioxydant Biologique de nos échantillons est proprtionnel & la capacité
de réduction de Iion férrique Fe®" en ions ferreux Fe?* en suivant par
spéctrophométrie (DO505nm) I’intensité de la décoloration par les antioxydants
cellulaires de la mixture FeCI® avec un substrat chromogénique spécifique :le
thiocyanate [SCN]™ qui donne une coloration rouge sang en présence d’ions Fe3+ par
la formation de complexe [Fe(NCS)(H20)s]%*.

L’étude statistique :

L’analyse statistique des données est efféctuée en utilisant le test t de student et le test
d’analyse de la variance a deux criteres ( ANOVA) .

Ces tests sont réalisés grace a un logicicld’analyse de traitement statistique des
données : Minitab13. Les données sont représentées par la moyenne plus ou moins

I’écart type (m £ s).

les différences sont considérées comme significatives lorsque * p < 0,05 ; hautement

significatives lorsque ** p < 0,01 et trés hautement significative lorsque *** p <
0,001.
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Résultats

1. Effets de Mandipropamide, de Cadmium et de leurs combinaisons sur la
cinétique de croissance de Paramecium sp. :

e Cas de MAD :

La figure (04) représente I’effet des concentrations croissantes du fongicide sur la

cinétique de croissance des paramecies témoins et traitees.
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Figure 04 : Effets des concentrations croissantes du MAD sur la cinétique de
croissance chez Paramecium sp..

Nous constatons que chez les cellules témoins la croissance est exponentielle a partir
de 48h suivie d’un plateau pour diminuer ensuite vers 96h avec un maximum de
cellules de 1’ordre de 8.5 (10%) cellules /ml. Chez les cellules témoins, en revanche,
nous observons une inhibition de la croissance cellulaire dose dépendante. Cette
inhibition est respectivement de 1’ordre de 88% chez les cellules traitées par la plus

forte concentration de MAD aprés 48h de traitement.




Résultats

e CasdeCd:

La figure (05) illustre I’effet des concentrations croissantes de Cd sur 1’évolution de la

cinétique de croissance des paramecies témoins et traitees.
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Figure 05 : Effets des concentrations croissantes de Cd sur la cinétique de
croissance chez Paramecium sp.

Nous remarquons que chez les cellules témoins la croissance est normale avec un pic
vers 72h et nombre de cellules de ’ordre de 11(10%), parallelement chez les cellules
traitées, nous constatons une inhibition dose dépendante de la croissance cellulaire

Cette inhibition est de l'ordre 91% chez les cellules traitées par la plus forte
concentration de Cd aprés 24h avec un nombre de cellules ne dépassant pas 45(10%)

cellules /ml.




Résultats

¢ Cas de la combinaison MAD/Cd :

La figure (06) illustre I’effet des combinaisons de xénobiotiques sur I’évolution de la
cinétique de croissance des parameécies avec la présence d’un témoin positif (Tp) qui

est la plus faible concentration de Cd ayant induit une stimulation de la croissance

cellulaire.
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C1: 2.5ul/1 (MAD) + 0.5ul/1 (Cd) C2 : 5ul/l (MAD) + 0.5ul/1 (Cd)
C3 :7.5ul/1 (MAD) + 0.5ul/1 (Cd)

Figure 06 : Effets des différentes combinaisons MAD/Cd sur la cinétique de
croissance chez Paramecium sp.

Nous constatons que chez les cellules témoins la cinétique de croissance est normale,
alors que chez les témoins positifs, nous observons une stimulation de la croissance
de 'ordre de 30% par apport au témoin.

Parallelement chez les cellules traitées par les différentes combinaisons de
xénobiotiques, la croissance cellulaire est inhibée de maniére dose dépendante. Cette
inhibition est de I’ordre de 60% et ce dés 24h de traitement par rapport aux témoins.
Ainsi chez les témoins le nombre de cellules est de I’ordre de 9 (10%) cellules aprés 72h
de traitement chez les témoins alors qu’il n’est que de 5 (10%) cellules pour le méme

temps de traitement.




Résultats

2. Effet de mandipropamide de cadmium et leurs combinaisons sur le
pourcentage de réponse de Paramecium sp. :

e Cas de MAD :

La figure (07) met en évidence I’évolution du pourcentage de réponse des cellules
traitées par des concentrations croissantes de MAD. Ainsi, nous constatons que ce
paramétre reste positif et ce pour toutes les concentrations testées confirmant 1’effet

inhibiteur du xénobiotique.
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Figure 07 : Effets des concentrations croissantes du MAD sur le pourcentage de
réponse chez Paramecium sp.

Ce pourcentage varie respectivement de 19% a 35% pour les concentrations 2.5 et 5

ul/l. et augmente jusqu’a 50% a la plus forte concentration de MAD (7.5 ul/l).




Résultats

eCasde Cd:

La figure (08) met en évidence 1’évolution du pourcentage de réponse des paramécies
traitées par des concentrations croissantes de Cd. Nous constatons une augmentation
dose dépendante de ce parametres.
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Figure 08 : Effets des concentrations croissantes du Cd sur le pourcentage de
réponse chez Paramecium sp.

Ce pourcentage varie respectivement de 19% ,35% a 40% pour les concentrations 0.5

et 1 et 2 mM et augmente de50% a la plus forte concentration de Cd (5 mM).




Résultats

¢ Cas de la combinaison :

La figure (09) illustre P'effet des combinaisons MAD/Cd sur I’évolution du
pourcentage de réponse.
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Figure 09 : Effets des différentes combinaisons MAD/Cd sur le pourcentage de
réponse chez Paramecium sp.

Nous constatons que le pourcentage de réponse est positif pour toutes les
combinaisons testées. Ceci refléte une forte inhibition dose dépendante. Ainsi, ce
pourcentage varie respectivement de 20% a 60% pour les concentrations 2.5 et 5 pl/l.

et augmente de 70% chez les traitées avec la combinaison MAD/Cd.




Résultats

3. Effets de Mandipropamide, de Cadmium et leurs combinaisons sur les
variations du taux des protéines totales des Paramecium sp. :

¢ Cas du MAD :

La figure (10) représente I’évolution du taux de protéines en fonction des différentes
concentrations de MAD a court terme.
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Figure 10 : Effets des concentrations croissantes de MAD sur le taux des proteines
totales chez Paramecium sp.

Nous constatons que ce paramétre tend a augmenter de maniére dose dépendante et
hautement significative (p < 0,01) pour les concentrations 5 et 7.5 pl/l par apport au
témoin.

En effet, le taux passe de 1.9 pug/ml de protéines chez les cellules témoins a 4 pg/ml de

protéines pour les cellules traitées.




Résultats

eCasde Cd:

La figure (11) représente I’évolution du taux de protéines en fonction des différentes

concentrations de Cd au court terme.
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Figure 11 : Effets des concentrations croissantes de Cd sur le taux des protéines
totales chez Paramecium sp.

Nous observons ainsi une augmentation trés hautement significative (p<0.001) du taux
des protéines chez les traitées par les concentrations 2 et 5 mM par apport aux cellules
témoins.

En effet, le taux passe de 8 pug/ml de protéines chez les cellules témoins a 27 pg/ml de

protéines pour les cellules traitées.




Résultats

¢ Cas de la combinaison :

La figure (12) représente 1’évolution du taux des protéines totales en fonction des

différentes concentrations de la mixture des deux xénobiotiques a court terme.
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Figure 12 : Effets des différentes combinaisons MAD/Cd sur le taux des
protéines totales chez Paramecium sp.

Nous remarquons en premier lieu une importante déplétion du témoin positif par
apport au témoin, tant dis que les concentrations croissantes de la mixture augmentent
de fagon tres hautement significative (p<0.001).

Le taux passe de 6 pg/ml de protéines chez les cellules témoins a 22 pg/ml de

protéines pour les cellules traitées par la plus forte concentration C3




Résultats

4. Effets de Mandipropamide, de cadmium et de leurs combinaisons sur le
métabolisme respiratoire chez Paramecium sp. :

e Cas de MAD :

La figure (13) illustre I’effet du MAD sur le métabolisme respiratoire des paramecies
témoins et traitées aux différents temps de traitement.
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Figure 13 : Effets des concentrations croissantes de MAD sur le métabolisme
respiratoire chez Paramecium sp.

Nous remarquons que les cellules traitées consomment moins d’oxygéne, cette
consommation semble dose dépendante. Le taux d’oxygéne dans le milieu chez les
témoins et traitées a 0 min est de ’ordre de 180 nmol/ml. 1l baisse en fonction des
concentrations du xénobiotique et atteint aprés 6 min d’incubation les 15 nmol/ml
oxygéne chez les témoins, paralléelement ce taux chez les cellules traitées n’est que
d’environ 140 nmol/ml oxygéne. Ainsi, le MAD a tendance a inhiber la respiration des

cellules particuliérement a la plus forte concentration (7.5ul/1).




Résultats

eCasde Cd:

La figure (14) illustre I’effet de Cd sur le métabolisme respiratoire des paramecies

témoins et traitées aux différents temps de traitement.
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Figure 14 : Effets des concentrations croissantes de Cd sur le métabolisme

respiratoire chez Paramecium sp.

Nous remarquons que les cellules traitées consomment moins d’oxygéne, cette

consommation semble dose dépendante. Le taux d’oxygéne dans le milieu chez les

témoins et traitées a 0 min est de ’ordre de 160 nmol/ml. Il baisse en fonction des

concentrations du xénobiotique et atteint aprés 4 min d’incubation les 50 nmol/ml

oxygéne chez les témoins, parallélement ce taux chez les cellules traitées n’est que

d’environ 140 nmol/ml oxygene. Ainsi, le Cd a tendance a inhiber la respiration des

cellules particulierement a la plus forte concentration (5 mM).




Résultats

¢ Cas de la combinaison MAD/Cd :

La figure (15) illustre I’effet de différentes combinaisons des deux xénobiotiques
sur le métabolisme respiratoire des paramécies témoins et traitées aux différents

temps de traitement.
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Figure 15 : Effets des différentes combinaisons MAD/Cd sur le métabolisme
respiratoire chez Paramecium sp.

Nous constatons que les cellules traitées consomment moins d’oxygéne, cette
consommation semble dose dépendante. Le taux d’oxygéne dans le milieu chez les
témoins, les témoins + et les traitées a 0 min est de ’ordre de 160 nmol/ml. Il baisse
en fonction des concentrations du xénobiotique et atteint aprés 4 min d’incubation les
50 nmol/ml oxygéne chez les témoins, 35 nmol/ml chez les témoins +; cette
stimulation est plus faible que celle enregistrée chez les témoins parallélement ce taux

chez les cellules traitées n’est que d’environ 130 nmol/ml oxygene. Ainsi,




Résultats

5. Effets de Mandipropamide, de Cadmium et de leurs combinaisons sur les les
variations de I’activité catalase chez Paramecium sp. :

* cas de MAD :
La figure (16) représente les variations de I’activité catalase chez les paramécies

traitées par les concentrations croissantes de MAD.
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Figure 16 : Effets des concentrations croissantes de MAD sur les variations de
I’activité CAT chez Paramecium sp.

Nous constatons que cette activité enzymatique tend a augmenter de maniere dose-
dépendante et hautement significative (P< 0.01) chez les traités. En effet, I’activité
catalase passe de 0.002 puM/min/mg protéines chez les cellules témoins a 0.013
HM/min/mg protéines pour la plus forte concentration 7.5 ul/l. cette augmentation est
de I’ordre de 65 %




Résultats

e CasdeCd :

La figure (17) met en évidence les variations de I’activité catalase chez les paramécies

traitées par des concentrations croissantes de Cd.
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Figure 17 : Effets des concentrations croissantes de Cd sur les variations de
I’activité CAT chez Paramecium sp.

Nos résultats montrent que cette activité enzymatique tend a augmenter de maniere
dose-dépendante et trés hautement significative (P< 0.001) particuliérement pour la
plus forte concentration de Cd (5 mM). Ainsi, cette activité passe de 0.05 uM/min/mg
protéines chez les cellules témoins a 0.3 pM/min/mg protéines pour la plus forte

concentration 5 mM.




Résultats

¢ Cas de la combinaison MAD/Cd :

La figure (18) illustre les variations de I’activité catalase chez les paramécies traitées

par les différentes combinaisons MAD/Cd.
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Figure 18 : Effets des différentes combinaisons MAD/Cd sur les variations de
I’activité CAT chez Paramecium sp.

Nos résultats montrent que cette activité enzymatique tend a augmenter de maniere
hautement significative (P< 0.01) pour la concentration C3, elle est proportionnelle a
la concentration du MAD. En effet, cette activité passe de 0.1 uM/min/mg protéines
chez les cellules témoins a 0.55 puM/min/mg protéines pour la plus forte concentration
7.5 pl/l. D’autre part, nos résultats révelent un faible effet de la concentration de Cd
testée sur activité catalase puisque celle-ci n’est que de ’ordre de (40%) chez les

traitées par le Cd.
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Résultats

6. Effets de Mandipropamide, de Cadmium et de leurs combinaisons sur
I’évolution du taux de GSH chez Paramecium sp. :

e Casde MAD :

La figure (19) illustre I’évolution du taux de GSH chez les paramécies traitées par

des concentrations croissantes de MAD.
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Figure 19 : Effets des concentrations croissantes de MAD sur I’évolution du taux
de GSH chez Paramecium sp.

Nous constatons que le taux de GSH tend a diminuer de maniére dose dépendante et
hautement significative particulierement pour traitées par la derniére concentration de
MAD (7.5 pl/l) comparées aux témoins. Ainsi, ce taux passe de 0.60 pM/min/mg de
protéines chez les témoins a 0.10 uM/min/mg de protéines chez les cellules traitées par

la plus forte concentration (7.5 pl/l).




Résultats

e CasdeCd :

La figure (20) illustre I’évolution du taux du GSH chez les parameécies traitées

par des concentrations croissantes de Cd :
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Figure 20 : Effets des concentrations croissantes de Cd sur I’évolution du taux du
GSH chez Paramecium sp.

Nous constatons que le taux de GSH tend a diminuer de maniére dose dépendante et
significative (P< 0.05) particuliérement chez les paramécies traitées par la plus forte
concentration (5 mM) comparées aux témoins. Ainsi, ce taux passe de 0.60
UM/min/mg de protéines chez les témoins a 0.05 puM/min/mg de protéines chez les

cellules traitées par la plus forte concentration (5 mM).




Résultats

¢ Cas de la combinaison MAD/Cd :

La figure (21) illustre 1’évolution du taux du GSH chez les paramécies traitées

par les différentes combinaisons de xénobiotiques.
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Figure 21 : Effets des différentes combinaisons de MAD/Cd sur I’évolution du
taux du GSH chez Paramecium sp.

Nous constatons que le taux de GSH tend a diminuer de maniére dose dépendante et
hautement significative (P< 0.01) particuliérement chez les paramécies traitées par la
combinaison C2 comparées aux témoins. Ainsi, le taux de GSH passe de 0.30
pM/min/mg de protéines chez les témoins a 0.10 puM/min/mg de protéines chez les
traitées par la combinaison C3.

Cependant, chez le témoin positif (Cd) nos résultats révelent une augmentation du

taux de GSH de I’ordre de 11% par apport aux témoins.
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Résultats

7. Effets de Mandipropamide, de Cadmium et de leurs combinaisons sur les
variations de ’activité GSTchez Paramecium sp. :

e Cas de MAD :

La figure (22) illustre les variations de 1’activité GST chez les paramécies

traitées par des concentrations croissantes du MAD.
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Figure 22 : Effets des concentrations croissantes de MAD sur les variations de
Pactivité GST chez Paramecium sp.

Nos résultats montrent que I’activité GST est induite de maniére dose dépendante et
hautement significative (P<0.01) particuliérement pour les plus fortes concentrations
de MAD 5 et 7.5 (ul/l). Ainsi, elle atteint environ 1.4 uM/min/mg de protéines chez les
traitées par la plus forte concentration de xénobiotiques par apport aux témoins qui est

de 0.4 uM/min/mg de protéines.




Résultats

e CasdeCd:

La figure (23) illustre les variations de I’activité GST chez les paramécies traitées par

des concentrations croissantes de Cadmium.
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Figure 23 : Effets des concentrations croissantes de Cd sur les variations de
Pactivité GST chez Paramecium sp.

Nos résultats montrent que 1’activit¢é GST augmente de maniére dose dépendante et
hautement significative (P< 0.01) chez les paramécies traitées par la plus forte
concentration de Cd (5 mM). Ainsi, cette activité atteint jusqu ‘a 0.50 uM/min/mg
protéines pour la plus forte concentration de Cd alors qu ‘elle n’est que de 0.1

uM/min/mg protéines chez les témoins.
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¢ Cas de la combinaison MAD/Cd :

La figure (24) illustre les variations de I’activité GST chez les paramécies

traitées par les différentes combinaisons de xénobiotiques.
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Figure 24 : Effets des combinaisons MAD/Cd sur les variations de ’activité GST
chez Paramecium sp

Nos résultats montrent que ’activité GST augmente de maniere dose dépendante et
trés hautement significative (P< 0.001) pour la combinaison C3 et ce par rapport aux
témoins. Ainsi, I’activité enzymatique de 0.5 uM/min/mg de protéines chez les témoins
a 0.7 uM/min/mg de protéines chez les traitées par la combinaison C3. Parallélement
nous avons mis en évidence une induction du témoin positif de 1’ordre de 49% par

rapport aux témoins.
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8. Effets de Mandipropamide, de Cadmium et de leurs combinaisons sur les
variations de I’activité AchE chez Paramecium sp. :

e Cas de MAD :

La figure (25) illustre les variations de 1’activité AchE chez les paramécies

traitées par des concentrations croissantes de MAD.
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Figure 25 : Effets des concentrations croissantes de MAD sur les variations de
Pactivité AchE chez Paramecium sp

Nous constatons que I’activité AchE tend a diminuer de maniere dose dépendante et
hautement significative (P<0.01) chez les paramécies traitées par la plus forte
concentration de xénobiotique comparées aux témoins. Ainsi, cette activité
enzymatique passe de 60 uM/min/mg de protéines chez les témoins a 30 uM/min/mg

de protéines chez les cellules traitées par la plus forte concentration de MAD (7.5
pl).




Résultats

eCasdeCd:

La figure (26) illustre les variations de 1’activité AchE chez les paramécies traitées par
des concentrations croissantes de Cadmium.
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Figure 26 : Effets des concentrations croissantes du Cd sur les variations de
P’activité AchE chez Paramecium sp

Nous constatons que de I’activité AchE tend a diminuer de maniére dose dépendante et
trés hautement significative (P< 0.001) chez les paramécies traitées par la plus forte
concentration comparées aux témoins. Ainsi , cette activité passe de 40 uM/min/mg de
protéines chez les témoins a 5 uM/min/mg de protéines chez les cellules traitées par la

plus forte concentration (5 mM).
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¢ Cas de la combinaison MAD/Cd :

La figure (27) illustre les variations de I’activité AchE chez les paramécies

traitées par les différentes combinaisons de xénobiotiques.
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Figure 27 : Effets des différentes combinaisons MAD/Cd sur les variations
de Pactivité AchE chez Paramecium sp

Nous constatons que 1’activité AchE tend a diminuer de maniére dose dépendante tres
hautement significative (P< 0.001) chez les paramécies traitées par la combinaison C3
comparées aux témoins et témoins positifs dont ’induction est plus importante que
celle des témoins. Ainsi, ’activité enzymatique passe de 70 uM/min/mg de protéines
chez les témoins a 5 puM/min/mg de protéines chez les cellules traitées par la

combinaison C3.




Résultats

9. Effets de Mandipropamide, Cadmium et des combinaisons MAD/Cd sur
Evolution du taux d’espéces Réactifs a I’Oxygene chez Paramecium sp. :

e Casde MAD :

Les résultats concernant 1’évolution du taux d’Especes Réactive a 1’Oxygeéne
(ROS) chez Paramecium sp. exposées a des concentrations croissantes de MAD,

sont représentés dans le tableau (5).

Tableau 5 : Effets des concentrations croissantes de MAD sur le taux de ROS

chez Paramecium sp.

MAD (ul/1) 0 2.5 5 7.5
ROS (U carr) 11 17 20 24

Nous constatons que le taux de ROS augmente de maniére dose dépendante chez
toutes les cellules traitees comparées aux témoins. Ainsi ce taux passe de 11 U carr

chez les témoins a 24 U carr chez les traités par la plus forte concentration de MAD.

&



e CasdeCd:

Résultats

L’évolution du taux de ROS chez Paramecium sp. Exposées a des concentrations

croissantes de Cd, est illustrée dans le tableau (6).

Tableau 6 : Effets des concentrations croissantes de Cd sur I’évolution du

taux de ROS chez Paramecium sp.

Cd (mM)

0,5

ROS (U carr)

12.6

13.80

15

17.30

24

Nous constatons que le taux de ROS augmente de maniere dose dépendante chez toutes

les cellules traitées comparées au Cd par rapport aux témoins. Ainsi ce taux passe de

12.6 U carr pour le témoin a 24 U carr chez les traites par la plus forte concentration

de Cd

¢ Cas de la combinaisons MAD/Cd :

Les résultats concernant I’évolution du taux de ROS chez Paramecium sp. Exposées

aux différentes combinaisons de xénobiotiques sont représentés dans le tableau (7).
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Tableau 7 : Effets des combinaisons de xénobiotiques sur I’évolution du taux

de ROS chez Paramecium sp.

MAD/Cd 0 0.5 C1 C2 C3
(uhI)
ROS (U carr) 12.6 13 24 24 24

C1: 2.5ul/1 (MAD) + 0.5ul/1 (Cd) C2 : 5ul/l (MAD) + 0.5ul/1 (Cd)
C3 :7.5ul/1 (MAD) + 0.5ul/1 (Cd)

Nous constatons que le taux de ROS, augmente chez toutes les cellules traitées
comparées au témoin. Ainsi ce taux passe de 12.6 U carr pour les témoins a 24 U carr
chez les traites. Nos résultats mettent en evidence également une tres faible

augmentation du taux de ROS chez les témoins positifs (13 U carr).

10. Effets de Mandipropamide, Cadmium et de leurs combinaisons MAD/Cd sur
Evolution du Potentiel Antioxydant Biologique chez Paramecium sp. :

e Casde MAD:

Le tableau (8) représente I’évolution du Potentiel Antioxydant Biologique (

BAPs) chez Paramecium sp. exposées a des concentrations croissantes de MAD.

Tableau 8 : Effets des concentrations croissantes de MAD sur I’évolution du

BAPs chez Paramecium sp.

MAD (pl/1) 0 2.5 5 7.5
BAPs 12555 13215 13221 12555
(umol/l)




Résultats

Le potentiel antioxydant biologique augmente chez les cellules traitées par le MAD
par apport aux témoins. Ce potentiel est de ’ordre de 13221 chez les traités par la
concentration 5 pl/l avec toutefois une légére diminution de ’ordre de 10.5% chez

ceux traités par la plus forte concentration de MAD.

e CasdeCd:

Le tableau (9) représente I’évolution du Potentiel Antioxydant Biologique (
BAPs) chez Paramecium sp. Exposées a des concentrations croissantes de Cd.

Tableau 9 : Effets des concentrations croissantes de Cd sur I’évolution du

BAPs chez Paramecium sp.

Cd (mM) 0 0,5 1 2 5
BAPs 12555 13075 12998 12935 13081
(umol/l)

Nous constatons une augmentation du BAPs toutes les cellules traitées par le Cd par
apport au témoin. Cette stimulation du Potentiel Antioxydant Biologique atteint son
maximum & la concentration 5 mM (13081), cette augmentation est de 1’ordre de 15%

par apport au témoin (12555).

* Cas de la combinaison MAD/Cd :

Les résultats concertants I’évolution du Potentiel Antioxydant Biologique (BAPS)
chez Paramecium sp. exposees aux différentes combinaisons de xénobiotiques sont

illustrées dans le tableau (10).
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Tableau 10 : Effets des différentes combinaisons de MAD/Cd sur I’évolution du

potentiel antioxydant chez Paramecium sp.

MAD/Cd 0 0.5 C1 C2 C3
((07))
BAPs 12555 12325 13309 12998 11615
(mol/1)

C1: 2.5ul/1 (MAD) + 0.5ul/1 (Cd) C2 : 5ul/1 (MAD) + 0.5ul/1 (Cd)
C3 :7.5ul/1 (MAD) + 0.5ul/1 (Cd)

Nous constatons une augmentation du potentiel antioxydant biologique chez les
cellules traitées par le Cd par rapport aux témoins. En effet, ce potentiel est de 1’ordre
de 12555 umol/l chez les témoins alors qu’il est de ’ordre de 13309 umol/l chez les
traités par C1. En revanche nous constatons une diminution du BAPs chez les traites

par C3.
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Discussion

Les bioindicateurs de la pollution environnementale sont sensibles aux variations
physicochimiques de leurs milieux, notamment la température (Bride et al., 1993), les
fréquences électromagnétiques (Regoli et al., 2006) et toute forme de pollution
urbaine (Terfaya et al., 2006), mais également sensible vis-a-vis des xénobiotiques
variés tels que les hydrocarbures (Ismart et al., 2002) ,les éléments traces métalliques
(Gomot, 1997), les pesticides (Coeurdassier et al., 2002 ; Vidal 2001 et Rouabhi,
2005) d’autre part 1’exposition des mélanges de certains polluants peuvent causer des

effets toxiques sur une population ( McDermott et al., 2008).

Depuis de tres longues années, les protozoaires ont eté étudiés, décrits et classés par
les protozoologistes (Savant et al., 1999). Les protistes sont des cellules eucaryotes,
ubiquitaires dans I’environnement aquatique et terrestre, caractérisés par un systeme
biologique comparable a ceux des animaux supérieurs, tel un noyau, une
mitochondrie, un cytosquelette (Fent et al., 2006), un court cycle de vie, une
multiplication rapide (Beal et Aanderson., 1993) et dont le comportement normal dans
la nature pourrait étre affecté en présence de polluants. Ce qui a conduit a les utiliser
comme un excellent modele cellulaire pour toutes les études ecotoxicologiques,
toxicologiques et pour la compréhension des mécanismes d’action des xénobiotiques.

(Benbouzid et al., 2012, Grara, 2011, Boulassel et al., 2013).

En effet plusieurs travaux ont été effectués et suggére I’utilisation des eucaryotes
unicellulaires comme bioindicateurs de pollution aquatique, tel que Amamra (2015)
qui a montré que les insecticides Cyperméthrine et Deltaméthrine induisaient un stress
oxydative chez paramecium tetraurelia. D’un autre coté une étude menée par
Frabklin et al., (2000) sur I’algue Dinioflagellée chlorella utilisée indicateur d’une

pollution par le cuire et I'uranium.

Dans ce travail nous nous sommes intéressés a la toxicité de deux molécules : le
Cadmium (Cd) et un fongicide Mandipropamide (MDP) ainsi que des combinaisons

MAD/Cd le modele biologique alternatif a savoir paramecium sp. Pour cela nous
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sommes intéressés en premier lieu a I’effet de ces xénobiotiques sur la croissance
cellulaire qui est le paramétre le mieux indiqué pour rendre compte de la toxicité

d’un xénobiotique (Savant et al., 1999 ; Perez Rama, 2001).

Ainsi, le traitement par les xénobiotiques testés est a ’origine d’une inhibition de la
croissance cellulaire confirment par la méme [I’influx des xénobiotiques a I’intérieur
des cellules, malgreé la présence de la membrane cellulaire qui pourrait constituer une

barriére contre 1’entrée massives des xénobiotiques. (Beaumont et cassier, 1998).

Nos résultats sont en accord avec ceux de EiniCker-Lamas et al., (2002) qui a étudié
la toxicité du zinc et du cuivre sur Euglema gracilis (algue chlorophillienne),
cependant, les travaux de Fukushima et al., (1979) montrent I’inhibition de la
croissance cellulaire des parameécies en présence de certains métaux lourds tels que le
Mn, Pb, Cd et le Cr.

Nos résultats sont en accord aussi avec ceux de Bouaricha et al., (2013) qui ont étudié
le proclaim (biopesticide) sur les paramécies et ceux de Benbouzid et al., (2015) qui
ont testé ’effet du chlorfenapyre sur les paramecies et ceux de Azzouz et al., (2012)
qui ont observé I’effet inhibiteur d’un fongicide et d’un herbicide sur la biologie et le

Comportement de paramecium sp.

Concernant la combinaison des deux xénobiotiques, nos résultats sont en accord
avec ceux de Ruth Angerville, 2007 qui a indiqué une perte de mobilité des daphnie

traitées par un mélange de trois métaux lourds Zn,Cd et Cu.

D’autre part, les valeurs positives du pourcentage de réponse démontrent est
confirment I’effet inhibiteur des deux xénobiotiques et de leur mixture sur le

métabolisme physiologique des protistes ciliés Paramecium sp. (Wong et al., 1999).

Un des domaines ou réside beaucoup de potentiel, concerne 1’¢tude des effets des
produits toxiques au niveau moléculaire, de plus spécifiguement la synthese des
protéines de stress que 1’ont définit comme biomarqueurs de susceptibilité. Ces
protéines peuvent correspondre a des constituants structuraux, fonctionnels et
énergétiques pour les fonctions essentielles comme la croissance et la reproduction

(Stoechmann et Garton, 2001). Lorsqu’elles sont surexprimées ou sous exprimées,
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ces protéines augmentent la sensibilité d’un organisme a un contaminant (Schlenk,
1999 ; Aarab, 2004).

A fin de mieux comprendre I’effet des deux xénobiotiques (Cd et MDP) a I’échelle
cellulaire, nous nous sommes intéressés a 1’évolution des principaux métabolites
biochimiques a savoir les protéines, en présence ou en absence des xénobiotiques qui
en plus de leur réle comme élément constitutif de la membrane plasmique, participent
dans le métabolisme globale de la cellule. Ainsi, Grara (2012) a mis en évidence une
forte perturbation du taux de protéines chez I’escargot traité par les métaux lourds ou
encore ceux de Benbouzid (2012) et Boulassel (2013) qui ont respectivement testé
des pesticides (pour la premiére citée) et un médicament a base de paracetamol, ont
mis en évidence une augmentation significative du taux de protéines. Ce phénoméne a
été déja décrit par Massaya et al., (2002) apres avoir mis en évidence une
augmentation significative du taux des protéines totales sous I’effet d’un stress
chimique chez des modeles biologiques différents (tétards, protistes ciliés, lapin).
D’un autre coté, Rouabhi et al., (2006), Radouane-Salah (2004) ont mis une
correlation entre la perturbation du taux des protéines totales et la toxiciteé des
pesticides chez la paramécie, l’auteur explique ce phénoméne d’une part par
I’induction de la synthese des protéines en rapport avec le phénomene de la
bioactivation/biotransformation mis en ceuvre par le systéme antioxydant de
Paramecium sp. (Lagadic et al., 1997) et d’autre part par la peroxydation lipidique
générée par les ROS (Aurousseau, 2002).

Nos résultats sont en parfait accord avec ceux cités ci-dessus puisque nous avons mis
en évidence une augmentation du taux de protéines totales, confirmant ainsi, un effet
sue le métabolisme cellulaire en général des xénobiotiques testés. Suite a ces
perturbations générées par le Cd, le MAD et leur combinaison, il nous a semblé
judicieux de nous intéresser a un autre métabolisme non moins important et
dont le siége n’est rien d’autre que la mitochondrie, organite connu pour ses
nombreuses implications non seulement dans le métabolisme respiratoire, mais
aussi dans le phénoméne de I’apoptose. En premier lieu nous nous sommes pencheés
sur I’étude polarographique qui nous permettra d’évaluer les effets des deux
xénobiotiques et de leur combinaison sur le métabolisme respiratoire des paramécies.
un excellent indicateur du fonctionnement du systéme respiratoire mitochondrial et un

bon outil d’évaluation de la cytotoxicité (Haubenstricker et al., 1990).
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Plusieurs travaux en mis en évidence que les contaminants environnementaux
perturbent la fonction respiratoire de différentes maniéres  certains tels que
(Hulbert et al., 2006 ; Abele et al., 2007). (Boulassel et al., 2013 ; Saib, 2015 ;
Djekoun, 2012), ont montré que les xénobiotiques ont un effet inhibiteur de la
respiration (Boulassel et al., 2013 ; Saib, 2015 ; Djekoun, 2012) alors que d’autres
parlent de stimulation de ce mécanisme a travers 1I’induction de la consommation d’O>
(Hulbert et al., 2006) . L’inhibition de la fonction respiratoire pourrait étre liée a la
fois a un effet toxique direct sur la mitochondrie mais également a I’induction des
enzymes de la métabolisation particulierement ceux de la phase | comme le systéeme
monooxygénase a CYP450 qui vont réagir avec I’oxygene (Guengerich, 1991)

Dans notre travail, nous avons mis en évidence une inhibition de la consommation
d’oxygene chez les paramécies traitées avec le Cd, MDP et leur mixture confirmant

ainsi la toxicité de ces molécules observés sur la croissance cellulaire.

L’oxygéne peut également réagir avec les électrons qui échappent a la chaine
respiratoire (Cadenas et al., 1977). En effet il est connu que la mitochondrie est le
siege principal de genése des ROS. La combinaison directe de ’oxygéne apporté aux
cellules avec ces electrons implique la formation des anions superoxydes qui sont a
I’origine des phénoménes radicalaires, ces derniers peuvent alors dismuter soit
spontanément, soit de fagon enzymatique pour donner de l'eau oxygénée (H202), qui
peut a son tour se transformer en radical hydroxyle °OH, le plus réactif des radicaux

oxygenés libres (ROMs)

Le systeme de défense antioxydant est présent chez toutes les cellules aérobies et
neutralise les réactions chimiques intermédiaires produites par voie endogene et/ou le
métabolisme des xénobiotiques. L’activité du systéme antioxydant peut subir une
augmentation ou une inhibition sous I’effet d’un stress chimique (Winston et Di
Giulio, 1991).

Ainsi, dans le contexte environnemental, les biomarqueurs offrent I’avantage d’étre
des indicateurs sensibles démontrant que le contaminant a été internalisé par
I’organisme, distribué dans les différents tissus et a induit des effets toxiques au

niveau de cibles spécifiques (McCarthy et Shugart, 1990).
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Dans notre travail nous nous sommes intéressés aux conséquences de la toxicité des
xénobiotiques testés a I’échelle mitochondrial via le suivi de certains biomarqueurs

spécifiques du stress oxydant.

En premier lieu nous nous sommes intéressés aux variations de I’activité CAT, qui est
une enzyme héminique et qui constitue avec la SOD la premiere ligne de défense
contre les attaques radicalaire (Winston et Di Giulio, 1991; Lemaire et Livingstone,
1993) . Cette enzyme localisée principalement au niveau des peroxysomes catalyse la
dismutation du peroxyde d’hydrogene en eau, elle peut, par conséquent réduire 1’effet

toxique des ROS (Greulish et al., 2002).

Apres traitement des paramécies, 1’activité catalase est fortement induite. Nos
résultats corroborent ceux de Banerjee (1999) et Lopeza (2007) qui ont clairement
démontrés que les pesticides induisaient 1’activité des enzymes antioxydantes, il en est
de méme concernant les travaux de Mountassif et al., (2007) qui ont mis en evidence
une induction de I’activité CAT chez Tetrahymena pyriformis soumise a une pollution
métallique, le traitement de paramecium aurelia. avec des phosphoramidates a
également induit I’activité CAT (Benbouzid, 2012), résultat confirmé par les
travaux de Azzouz (2012) qui a mis en évidence une forte induction de I’activité CAT
chez paramecium tetraurelia. traitées avec un pesticide Amistar Xtra et le
Glyphosate. D’autres organismes peuvent étre touchés par ce phénoméne comme le
montrent les travaux de Grara et al., (2009) a révélé une induction de I’activité CAT
chez I’escargot Helix aspersa traité par des métaux lourds, ou encore les travaux de

Wenwen et al., (2011), qui a étudié I’effet du cadmium chez le crabe d’eau douce.

L’autre enzyme intervenant dans le processus de détoxication des ROS est la GST qui
lors de la phase Il de la biotransformation/métabolisation des xénobiotiques fait
appel au GSH comme agent de conjugaison mais qui est aussi impliquée dans le
mécanisme de détoxication comme agent non enzymatique Les glutathion S-
transférases (GSTs) sont des enzymes du métabolisme capables de conjuguer une
molécule de glutathion réduit (GSH) au centre électrophile d’un xénobiotique afin de
rendre celui-ci plus soluble et donc plus facilement excrétable par L’organisme. Leur
expression peut étre induite ou inhibée par certains xenobiotiques, ce qui leur confére

un grand intérét en tant que biomarqueurs potentiels de la pollution (Vidal, 2001) .En
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interceptant un radical hydroxyle, le glutathion génére un radical superoxyde qui doit
étre pris en charge par une SOD.

Dans notre travail nous avons mis en évidence une induction de I’activité GST
parallelement a une diminution du taux de GSH ce résultat est en accord avec ceux de
Azzouz (2012), qui a étudié la toxicité d’un insecticide, a base d’azoxystrobin et de
cyproconazole sur paramecium tetraurelia, ou encore Benbouzid et al., (2012), qui
ont testé des phosphoramidate sur paramecium aurelia., ’augmentation de 1’activité
GST et la diminution du taux de GSH, sont dus au fait que le glutathion est
I’antioxydant non enzymatique majeur dans les cellules animales, c’est le thiol
cellulaire le plus abondant, impliqué dans le métabolisme, les procédés de transport et
dans la protection des cellules contre les effets toxiques des composées endogenes et
exogenes, y compris les especes réactives de l'oxygene et les métaux lourds
(Dickinson et Forman 2002 ;Viarengo et Nott, 1993; Viarengo, 1994).

L’ AChE constitue joue chez les vertebrés, un réle majeur qui consiste a hydrolyser un
neuromédiateur, 1’acétylcholine (Massoulié et Bon, 1993). L’AChE est tres

rapidement hydrolysée en acétate et choline par L’ AChE.

L’inhibition de I’ AChE peut avoir des conséquences graves pouvant aller jusqu’a la
Mort (Vidal, 2001).

Dans notre travail, nous avons mis en évidence une diminution dose-dépendante de
I’activité de cette enzyme chez les paramécies traités par les concentrations
croissantes des xénobiotiques et de leurs combinaisons, Il semblerait que I’inhibition
de ’AChE est due a ’accumulation du xénobiotique au niveau cellulaire comme le
stipule Barillet (2007), conséquence d’un stress oxydant a I’échelle intracellulaire. Le
méme mecanisme est rapporté par Trielli et al., (2006), concernant 1’effet de
composés organophosphorés sur des protistes terrestres Colpoda inflata, et ont
constaté une inhibition progressive de I’activit¢é AChE. Cette inhibition a été attribuée
par les auteurs & des phénomeénes d’oxydation (notamment les groupements thiols) et
a la formation de ponts disulfures en réponse a la libération de radicaux libres au

moment de Uirradiation.
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Il en est de méme concernant les travaux de Mountassif et al., (2007), qui ont étudié
I’effet des métaux lourds sur Tetraymena pyriformis, ou encore de Remor et al.,

(2009) qui a évalué la neurotoxicité de certains pesticides sur chez des agriculteurs.

Suite a I’induction des systémes antioxydants mis en évidence dans notre travail , il
nous ca paru logique de suivre 1’état rédox cellulaire, un fragile équilibre entre la
production des ROS et leur élimination, et qui est indispensable pour le maintien de la
vie cellulaire. Pour cela nous avons mesuré la production des Métablites Réactifs a
1I’Oxygéne (ROMs) et lePotentiel Antioxydant Biologique (BAPS).

Nos résultats mettent en évidence une augmentation des ROMs chez les paramécies
traitées par le Cd, MAD et leur combinaison. Cette augmentation est due a I’induction
de I’activité du systeme CYP450, I’'une des sources principales de formation des ROS
(Caro et Cederbaum, 2004 ; Zangar et al., 2004), mais aussi au disfonctionnement de
la chaine respiratoire mitochondriale considérée comme le siege principal de la
génération des ROS et qui fait suite I’ inhibition de la respiration mise en évidence
dans notre travail. D’un autre coté, ’augmentation de I’activité des peroxydases
substrats dépendantes peut également génerer des radicaux libres (Deby et Deby-
Dupont, 2009).

Nos travaux sont en accord avec ceux de Cheriet, (2015) qui a mis en évidence une
augmentation des ROMSs chez Saccharomyces cerevisiae traitées par la Nifédipine, ou
encore McDermoot et al., 2008 qui a observé un changement sur le statut redox chez

des protistes traités par trois mélanges de pesticides .

Nous avons également mis en évidence une augmentation du Potentiel Antioxydant
Biologique (BAPSs). Ce résultat est en accord avec les travaux de Amamra, ( 2015) qui
a mis en évidence une augmentation du BAPs chez Paramecium tetraurelia exposée
a la Deltamétrine, ou encore ceux de Cherait,( 2015 ) et Guiadoni et al., (2003) qui
ont noté une augmentation de la capacité antioxydante biologique chez
Saccharomyces cerevisiae d’un coté et confirmé chez des patients souffrants

d’hypertension apres traitement par différentes concentrations de Nifédipine.
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Cette action inductrice du BAPs, est expliquée par la défaillance du systeme
antioxydant, suite a I’intensité du stress et & la déplétion des enzymes antioxydantes
créant ainsi , un déséquilibre de I’hémostasie redox qui joue un role dans la défense
contre les électrophiles et les oxydants, en activant I’expression de plusieurs enzymes
de la phase Il de la biotransformation, les enzymes et les molécules de détoxification
des ROS et de réduction des thiols (les SOD, CAT, GSH et la glutathion réductase..),
impliquées dans la défense contre le stress oxydatif, et en stimulant la production
d’antioxydants (Baird et Dinkova-Kostova, 2011 ; Kovac et al., 2015 ; Kim et al.,
2011 ; Sirota et al., 2015).

L’état redox des cellules, nous a permis de montrer que la production des ROS est
contrebalancée par une induction du systeme antioxydant chez la paramécie
confirmant d’une part, la capacité de ces organismes a developper un systéeme de
défense semblable a celui de organismes pluricellulaires et d’autre part que les doses
toxiques des xénobiotiques testés induisent un stress chimique qui peut aller jusqu’a la

mort cellulaire.




CHAPITRE V

CONCLUSION GENERALE ET
PERSPECTIVES



Conclusion générale et perspectives

Les protistes ciliés Paramecium sp. occupent une position privilégiée dans I’écosysteme en
tant que bioindicateurs/bioaccumulateurs. La paramécie étant constamment présente dans les
milieux dulcaquicoles est un élément de base des réseaux trophiques mais aussi un modele

alternatif de choix pour les études toxicologiques et écotoxicologiques.

Ainsi il ressort de nos résultats, que paramecium sp. a répondu d’une maniere quasi similaire

au traitement par les xénobiotiques.

Notre travail s’inscrit ’estimation des effets biologiques dus a la toxicité potentielle des deux
xénobiotiques : le fongicide Mandipropamide et le métal lourd Cadmium, ainsi que leur
combinaison sur un microorganisme d’eau douce considéré comme un modéle bioindicateur :

Paramecium sp.

Cette sensibilité des deux especes s’est manifestée en premier lieu par une perturbation dans
le developpement des parametres physiologiques (une inhibition de la croissance des
parameécies corrélée par un pourcentage de réponse positif), d’un autre coté, nous avons mis
en évidence une perturbation globale du meétabolisme biochimique et respiratoire, a travers
I’augmentation des taux de protéines totales chez paramecium sp. or nous savons que la
synthese des protéines totales implique plusieurs événement en particulier celui de I’induction
des activités enzymatiques, et une diminution importante de la quantité d’oxygéne consommé

par les cellules traitées comparativement aux témoins.

Concernant I’étude des biomarqueurs du stress oxydant nous avons mis en évidence une
diminution importante du taux de GSH parallelement a une augmentation des activités GST et
de ’enzyme antioxydante CAT. L’activité AChE n’étant pas une enzyme qui intervient dans
les systemes de défense est inhibée sous I’effet du MAD, de Cd et de leur combinaison, étant
donné que I’AChE est inhibée par les molécules neurotoxiques ayant pour cibles les canaux

chlore de la synapse inhibitrice, nos résultats confirment ainsi une neurotoxicité.

Enfin toutes ces données confirment la mise en place d’un stress oxydatif généré chez la
paramécie apres traitement par les xénobiotiques et leurs combinaison, le suivi de la balance
Redox, révele une augmentation des ROMSs corrélée a une augmentation des BAPs,

confirmant ainsi la nature temporaire du stress oxydatif.




Conclusion générale et perspectives

Perspectives :

Tout le long de ce travail, nous avons essayé de répondre a plusieurs interrogations
concernant 1’effet de MAD, Cd et leurs combinaisons sur le stress oxydant, mais chaque
réponse apportée a ouvert la porte a d’autres interrogations nécessitant de plus amples
recherches.

Afin d’éclaircir d’autre points concernant le traitement de ces molécules sur le stress oxydatif,

il serait intéressent d’effectuer d’autres recherches portant sur :

« Le niveau subcellulaire des mitochondries isolées en tant que cibles/siége de la
respiration et des ROS.

* Développement des dosages de nouveaux biomarqueurs (GPX, LDH et 02")

 Réalisation d’une étude ultrastructurale afin de localiser et d’évaluer 1’importance

des perturbations enregistrees.

* Essai de cytotoxicite sur des cellules en culture
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