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Introduction

Au cours des derniéres décennies I’incidence des maladies chroniques tels que le diabéte de type
2 (DT2), ’obésité et les maladies cardio-vasculaires ne cessent d'augmenter a travers le monde
atteignant un taux sans précédent. L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) estime que 2 milliards
d’humains seront obéses ou en surpoids en 2030 (Kelly ez al., 2008). Au début des années 2000, la
méme organisation avait prédit qu’environ 300 millions de personnes seraient atteintes d’'un DT2 a
travers le monde en 2030 (Wild ef al, 2004). On a longtemps considéré qu’une prédisposition
génétique au quelle s’ajoute un mode de vie de type sédentaire associ¢ a une suralimentation induisant
une balance énergétique positive sont les causes clés prédominantes fortement impliquées dans la

genese de ces pathologies métaboliques (Arnaud, 2006).

En effet, une consommation chronique d’un régime hypercalorique contribue énormément au
développement d’un cortége de troubles métaboliques telles que 1’installation d’une insulino-
résistance intimement liée a un stress oxydant et une inflammation de bas grade (Nalbone et al.,

2011).

Ces troubles sont largement reconnus comme des facteurs de risque du diabete, de I’obésité
et des maladies cardiovasculaires. Cependant, ces facteurs n'expliquent pas a eux seuls 1’incidence
grandissant de ces maladies. Actuellement, d’autres facteurs, essentiellement environnementaux, sont
incriminés dans la survenue de ces épidémies et leurs complications. Au banc des accusés, figurent
les polluants chimiques de synthése issus du développement intense de [’activité industrielle,

responsables de la dégradation de 1’environnement.

Ces myriades de contaminants omni présents, tels que les perturbateurs endocriniens et
certains pesticides, ont déja ét¢ mis en cause dans nombreuses maladies non-infectieuses du XXle
siecle. Toutefois, un bon nombre des premiers travaux sur ces polluants environnementaux se sont
focalisés essentiellement sur les effets en matieére de reproduction. Cependant, 1’hypotheése selon
laquelle les contaminants chimiques pourraient étre de véritables « obésogenes environnementaux »,

commence a peine a émerger.

Les recherches actuelles démontrent que ces substances sont capables d’affecter ’homéostasie
en maticre de poids et perturbent les mécanismes de contrdle de 1’adipogenese et de la balance
énergétique (Chevalier et al., 2017). Ils induisent ainsi un stress oxydatif exacerbé, pouvant étre a
I’origine du développement des maladies chroniques parfois mortelles, tels que les cancers.
L’ensemble de ces complications, causées par ces polluants chimiques, essentiellement les

perturbateurs endocriniens, deviennent une question de santé publique de
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plus en plus préoccupante. A la lumiére de ces données, I’objectif de ce présent travail est d’étudier
I’effet de I’interaction polluants environnementaux et régime hypercalorique sur le métabolisme
biochimique et sur la balance oxydative. Cette étude s’intéresse particulicrement a une exposition
chronique et a des faibles doses, de I'ordre de la DJA, a deux polluants environnementaux le

Bisphénol A, un perturbateur endocrinien incontestable et Tébuconazole seul ou associé a un régime

riche en graisse.
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1.1 Pollution environnementale et émergence des perturbateurs endocriniens

Depuis la fin du XIXe siecle, la révolution industrielle s’est accompagnée d’une utilisation
croissante, et quasiment ubiquitaire, de produits chimiques, polluants ou non. De ce fait ’homme
est exposé quotidiennement a ces polluants indissociables de son mode de vie. Ces derniers,
appartiennent a de nombreuses familles chimiques comme les bisphénols, phtalates, alkylphénols,
parabénes, polychlorobiphényles, dioxines, polybromés, perfluorés, pesticides et métaux lourds.
La détection de ces polluants et de leurs métabolites secondaires dans les urines, le sérum, le sang
et le foie humain, a mené au développement de biomarqueurs ce qui a permis de mieux
appréhender le mode d’action de ces contaminants chimiques dans I’organisme. Actuellement il
est largement démontré que certains de ces polluants sont capables d’interférer avec des systémes
physiologiques et pourraient de ce fait modifier les équilibres hormonaux et métaboliques
(Barouki, 2013). Et provoquaient ainsi 1’apparition d’une multitude d’anomalies métaboliques
telles que la résistance a I’insuline, I’inflammation et le stress oxydant. Ces €¢léments sont
considérés comme des facteurs causals de nombreuses pathologies, notamment chroniques
comme le diabéte le cancer ou de I’obésité (Savini et al., 2013). Cette classe de polluants attire
particulierement 1’attention car ils sont considérés comme des perturbateurs endocriniens
environnementaux vu qu’ils présentent des propriétés hormono-mimétiques et ils sont capables
d’interférer avec le systeme endocrinien et de perturber ainsi les voies de signalisation du

métabolisme glucidique et lipidique (Chevalier et al., 2015).

Tableau n° 01 : Principaux perturbateurs endocriniens qui existent dans quelques produits a

utilisation quotidienne (Cardenas, 2014)

Types de substance Principales activités et objets concernés
Bisphénol A - Plastiques : Biberons, films utilisés pour le
CH3 conditionnement d'aliments, tickets de caisse,
HOOH billets de banque, cartes de crédit, protheses
CH; dentaires, boites de conserve, emballages

plastiques, polycarbonate, résine époxy,

polychlorure de vinyle (PVC)...

Phtalathes -Textiles imperméables, détergents, encres,
T jouets.
O/
Oz -Produits cosmétique utilis€ comme fixateurs
o
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Hydrocarbures Aromatiques -Combustion automobile (essence, diesel).
Polycycliques (HAP) : Benzo(a) pyrene - Combustion domestique (fuel, charbon),
- Activités industrielle (fabrication
“ d'aluminium, déchetteries),

OOO - Incendies de foréts,

- Eruptions volcaniques

Chlorodécone -Activités agricoles (pesticides)

Dichlorodiphényl Trichloroétane

Cl
Cl Cl

Cl I I Cl

Diclofénac - Produits pharmaceutiques : Antidépresseurs,

Cl antibiotiques, anti-inflammatoires non

NH stéroidiens

Cl OH
(@]

1.2 Perturbateurs endocriniens cibles et mécanisme d’action

Le systéme endocrinien est un systéme complexe, qui repose sur le fonctionnement de
nombreuses glandes. Chacune d’entre elles sécrete des hormones qui diffusent dans 1’organisme
par la circulation sanguine et lymphatique. Ce systéme hormonal est indispensable au maintien de
I’ensemble des équilibres biologiques. Actuellement toute substance chimique d’origine naturelle
ou artificielle, étrangere a I’organisme, capable d’interférer avec le fonctionnement du systéme
endocrinien, en se liant de maniére illicite aux récepteurs membranaires et nucléaires
normalement occupés par les hormones naturelles, est considérées comme perturbateurs
endocrinien environnemental (PEE ; ou EDC, pour endocrine-disrupting chemicals). Cette classe
de polluant mime ou perturbent 1’action de certaines hormones sur des organes tels que le tissu
adipeux, le foie, le pancréas et les muscles squelettiques. Elles entrainent ainsi et a long terme,

des effets déléteres sur 1’individu et/ou sa descendance, qu’il s’agisse de pathologies chroniques
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du développement, reproduction, de cancers hormono-dépendants ou de pathologies métaboliques

(Diamanti-Kandarakis ez al., 2009).

Des centaines de substances potentiellement concerées

lesysteme = X @55 () Composés perfluorés (PFOA et PFOS)
‘ T élas antiadhésives \ Peinture ’\
Ny endocrinien @) Bisphénol A i g " o
P w, B \/ Ustensies de cusine -
X\ Bouteiles plastique W 4 éabl
\\\ Fimalimentaie .>< o Pesticides = Gsmétigues :
‘ \ i « . Eau courante 4 Bl
“\ e i e "~ @ Phtalates
Boites de conserve Allimerits Emballages 5
b » alimentaires X
et ) O Allgiphénols L,
L ,, ;"::35 en plastique ,

Tickets de caisse

B |

Ustensiles
de cuisine

Détergents
Pots de yaourt A
Clandes surrénales X
Cosmétiques

\ 0 Formaldéhydes ; o ot
\Pi@ - { J ietables lL—J I )

4 Produits
p
b % @ Colle & bois B

)

&=y Lessives | dentretien

@ Produits naturels ou d’origine endogéne

En 2012, I'tndocrine Sadiety identifiait une fiste de 9 WAV,
562 pertstateurs endocriniens polentos e 565 Parabens et e W
1 2018, insitut de recherche TEDX a isté 1484 substances phénoxye'thanol s 4 N
comme perturbateurs endacriniens potentiels, : N
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Figure n°01 : Polluants environnementaux et leurs cibles endocrines.

Les cibles de ces PEE sont multiples. Si les premiers effets décrits concernaient
essentiellement les gonades, la thyroide et les surrénales (Mauduit e al., 2006), on sait
actuellement que les PEE peuvent interférer avec tous les systémes endocrines de 1’organisme,
mais également au niveau du systétme nerveux central, du syst¢tme lymphoide, du systéme
cardiovasculaire et du tube digestif (Diamanti-Kandarakis et al., 2009). Par ailleurs, si la
description initiale des PEE impliquait un mode d’action via des récepteurs hormonaux nucléaires
aux stéroides (estrogenes, progestérone, androgenes, hormones thyroidiennes et acide rétinoique),
il est reconnu actuellement que les modes d’action sont beaucoup plus complexes et peuvent faire
intervenir des récepteurs membranaires , des récepteurs non nucléaires, des récepteurs orphelins
(comme AhR [Aryl hydrocarbon Receptor] ou GPR30) et différentes voies de signalisation
enzymatique (Diamanti-Kandarakis et al., 2009). Ainsi, la perturbation endocrinienne se
caractérise non pas par un effet toxique, mais plutdt par une modification du systéme endocrinien

empéchant I’organisme d’interagir convenablement avec 1’environnement, et donc susceptible
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d’entrainer un effet toxique en cas de modification des régulations homéostasiques. Un PE est
donc défini in fine par un ou plusieurs mécanismes d’action et non pas uniquement par ’effet
nocif potentiellement induit ou par ses propriétés physico-chimiques toxicologiques, ce qui
explique pourquoi il est tres difficile de définir a priori les effets potentiels d’une substance

(Diamanti-Kandarakis et al.,2009).
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Figure 02 : Mécanismes d’action possibles des perturbateurs endocriniens sur la machinerie

transcriptionnelle. NR : récepteur nucléaire ; NRE : ¢lément de réponse spécifique du récepteur
nucléaire ; coAct : co-activateur ; coRe : co-répresseur ; EDC : Endocrine Disrupting

Compound (perturbateur endocrinien), (Chevalier, 2018).

1.3 Exposition aux perturbateurs endocriniens : Ce n’est pas la dose qui fait le poison

Les PEE bouleversent I’approche classique de la toxicologie qui est tel que défini initialement
par Paracelse « la dose fait le poison », est celui d’une relation linéaire entre dose et effet Ce qui
a conduit a l'utilisation de dose journaliere acceptable (ou DJA) qui doit garantir qu’une
exposition chronique a un produit toxique est sans effet sur la santé humaine en dessous de ce
seuil. Néanmoins, de multiples observations ont rapporté que les PEE étaient capables d’induire
des anomalies a de treés faibles doses, voire uniquement par leur présence, alors que,
paradoxalement, ils peuvent n’avoir qu’un effet faible ou nul & fortes dose. Ce qui est
classiquement observé pour les hormones et les neurotransmetteurs (Diamanti-Kandarakis ez
al., 2009 ; Vandenberg et al., 2009 ; Casals-Casas et al., 2011). Ces données imposent une
nouvelle grille de lecture toxicologique qui rend caduque la notion de dose journellement

admissible pour ce type de polluants. De ce fait, on distingue trois paramétres majeurs
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caractérisent le changement de paradigme toxicologique des PE (Diamanti-Kandarakis et al.,

2009) :

— La période et la durée d’exposition,

— L’impact des faibles doses généralement plus important que celui de doses plus élevées,

— L’effet combiné (cocktail) des PE trés complexe a évaluer, consécutif a une imprégnation
multiple en polluants.

— La période de latence est grande entre exposition et pathologie, et les effets sont

potentiellement transgénérationnels par le biais d’altérations épigénétiques.

En d’autres termes, les altérations ¢&pigénétiques induites par différents facteurs
environnementaux (polluants, nutrition déséquilibrée, stress, facteurs psychosociaux...) lors des
périodes prénatale et postnatale précoce imprimeraient durablement I’expression de certains
genes. Ces modifications pourraient ne se révéler que plus tard dans la vie en fonction de
conditions environnementales défavorables (apport énergétique et sédentarité excessifs)

prédisposant alors aux troubles métaboliques (Junien et al., 2005 ; Barouki et al., 2012).

1.4 Perturbateurs endocriniens : des véritables Obésogénes et diabétogenes

L’obésité est un probléme majeur de santé publique car c’est un facteur de risque pour le
développement de troubles métaboliques tels que le diabéte de type 2, les maladies
cardiovasculaires et certains cancers dont 1’évolution est pandémique. Ces maladies représentent
un défi sociétal pour la santé et la qualité de vie, notamment en raison des conséquences
psychologiques importantes et des handicaps physiques liés au surpoids et au diabete. Les
maladies métaboliques sont également I’une des principales causes de morbidité et de mortalité.
C’est des maladies multifactorielles. Plusieurs facteurs étiologiques ont été identifiés en lien avec
les comportements alimentaires, la sédentarité, le manque de sommeil ou des prédispositions
génétiques. Mais il a aussi été avancé que les polluants, dont la fabrication exponentielle coincide
avec ’ampleur et la cinétique de progression de I’obésité et de la prévalence du diabéte, pourraient
constituer de nouveaux facteurs étiologiques et notamment les perturbateurs endocriniens. Ces
perturbateurs ont la capacité d’interférer sur la régulation hormonale. En se liant de maniere illicite
aux récepteurs membranaires et nucléaires normalement occupés par les hormones naturelles, ils
miment ou perturbent 1’action de certaines hormones sur des organes tels que le tissu adipeux, le
foie, le pancréas et les muscles squelettiques. Les mécanismes d’action commencent a peine étre
¢lucidés, ils peuvent étre liés aux propriétés inflammatoires des polluants organiques

perturbateurs. Un certain nombre d’études expérimentales proposent les mécanismes d’action de
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PEE impliqués dans les désordres métaboliques inducteurs de ces pathologies chroniques. Par
exemple il a été montré que 1’administration néonatale de diéthylstilbestrol (DES) a des souris
provoque une obésité a 1’age adulte et cet effet implique au moins les récepteurs aux oestrogenes
puisque le DES se lie avec une tres forte affinité a ces récepteurs (Vargesson, 2009). Cela illustre
bien la complexité des effets de type estrogénique puisque les souris males et femelles déficientes
en ERa sont également obeses et résistantes a 1’insuline. Le tributylétain (TBT) autrefois
largement utilis€¢ dans les peintures de coque de navires (biocide empéchant la fixation des
organismes aquatiques sur les coques de navires) ou encore le DDT
(dichlorodiphényltrichloroéthane ; utilisé¢ pour lutter contre le paludisme) ont fourni également
des exemples clairs d’effets obésogenes. Aussi le TBT qui est capable d’interagir avec le récepteur
RXR (retinoid X récepteur) et PPARy peut modifier la programmation des cellules souches
mésenchymateuses (MSC) vers la voie des adipocytes au détriment de la voie des ostéoblastes
puis leur différenciation en adipocytes. Chez ’homme, des études ont pu mettre en évidence,
apres ajustement sur des facteurs de confusion (tabagisme, niveau social, €ducation, etc.), un exces
de diabete et d’obésité au niveau d’imprégnation de la population générale pour les PCB et
pesticides, le BPA, les phtalates ou au niveau d’exposition atmosphérique pour les particules fines
(PM25). Dans certaines de ces études, un exceés de risque de maladies cardiovasculaires est
¢galement observé. Un exces de diabéte a été également trouvé dans les populations exposées a
certains pesticides organochlorés ou organophosphorés. Il est intéressant de noter que des
altérations épigénétiques (hypo/hyperméthylation de I’ADN) induites par les polluants décrites

chez I’animal sont également observées chez I’Homme (Nalbone et al., 2013).
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2.1 Objectifs
2.1.1 Objectif principal

Ce présent travail s’intéresse a évaluer I’effet toxique, a long terme, via une exposition orale, de
deux polluants environnementaux le Bisphénol A et Tébuconazole seul ou associé a un régime riche

en graisse, et ce vis-a-vis des perturbations biochimiques et oxydatives.

2.1.2 Objectifs secondaires
» Evaluer I’impact d’une exposition chronique, du rat Wistar, a deux polluants
environnementaux (Bisphénol A et Tébuconazole), a de faibles doses correspondant aux doses

journalieres tolérables définies chez ’homme.

» Etudier I’effet de I’interaction : perturbateur endocriniens/régime hypergras sur les

parametres oxydatifs et biochimiques

» Déterminer le mode d’action de la toxicité du Tébuconazole a faibles doses, en le comparant
a celui du BPA, un perturbateur endocrinien incontestable et le plus répandu dans I’

alimentation humaine, et ce dans les mémes conditions expérimentales.

2.2 Lieu et durée de travail
La démarche expérimentale relative a cette étude a été réalisée sur une période s’étalant du 30

décembre 2018 au 12 juin 2019 et a été effectuée au sein des laboratoires suivants

— Laboratoire d’Amélioration et Valorisation des Productions Animales Locales «

Université Ibn Khaldoun -Tiarety.

— Laboratoire d’autopsie clinique de I’Institut des Sciences Vétérinaires, «Université Ibn

Khaldoun -Tiarety.

— Laboratoires de biochimie de I’Institut des Sciences Vétérinaires, «Université Ibn

Khaldoun -Tiarety.
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2.3 Matériel et produits chimiques
Le matériel et les produits chimiques nécessaires a I’accomplissement de ce travail sont cités dans

le tableau ci-apres :

Tableau n°02 : Matériel, réactifs et produits chimiques utilisés

Matériel ; Appareillage Produits Chimiques

-Agitateur magnétique -1, 1,3, 3 Tétraéthoxypropane(TEP) PM=220,3

herm g/mol)
thermique (IKAMAG) - 2,2-Bis (4-hydryphenyl) propane 4,4’-
- Bain marie (GFL) Isopropylidenediphenol Bisphénol A (C15H1602) 99%

- Balance analytique (DHAUS | PM=228,2863g/mol (Sigma)
- 2,6-di-tert-butyl-4-méthylphénol(BHT) Ci5H240

PIONEER) PM=220,35 g/mol

- Vortex - 5-5’ dithionitrobenzoicacid (DTNB)
(TECHNOKARTELL) PM=396,3g/mol

- Centrifugeuse(SIGMA) - Acétates d? sodlum‘(CzH3NaOz) PM=82,03g/mol

- Acide acétique glacial (CH3COOH) PM=

-Chronometre (HUNGHANS) 60,64g/mol

-Micropipettes(Acummax) - Acide Ethylénediamine —TétraAcétique (EDTA)

-pH métre(Ohaus) CioH16N20g PM=292,24g/mol

) - Acide thiobarbiturique (TBA) PM=144,2g/mol

-Spectrophotométre UV-Vis - Acide trichloracétique (TCA) CCl;COOH

(OPTIZEN 1412V) PM=163,39g/mol

- Butanol-1 C4 Hi0O PM=74,12g/mol

- Chlorure de fer FeCl; PM=162,20g/mol

- Chlorure d’hydrogéne HCL a 36%
PM=36,46g/mol

- Ethanol absolu C2HsO

- Ether 99,9 %

- N-acetyl- L cyctéine (NAC) CsHoNO3S
PM=163,2g/mol

- Phosphate de potassium monobasique H2KO4P"
PM=136,09g/mol

- Phosphate de potassium dibasique tri hydrate
K>HPO4 3H,0 PM=228,23 g/mol

- Sulfate de fer (FeSO4 PM=278,01g/mol

- Tripyridyl-s-Triazyne C8 H10 (TPTZ)
PM=312,33g/mol

- Tébuconazole CisH22CIN3O PM=307,8 g/mol
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2.4 Hébergement, traitement et suivi des animaux :

Les animaux utilisés au cours de cette expérimentation sont de jeunes rates, de souche Wistar
agées de 4 a 6 semaines présentant un poids initial compris entre de 90-115 g. Ces animaux ont été
fournis par I’institut Pasteur d’ Alger-kouba, des femelles ont été choisies préférentiellement car elles
représentent une cible particulierement sensible aux perturbateurs endocriniens essentiellement le

Bisphénol A.

Dées leur réception, les animaux ont été répartis en 6 groupes de 5 individus. Les différents lots

constitués représentaient des moyennes de poids corporels relativement égaux.

Chaque rate a été logée individuellement dans une cage en polypropyléne afin d’éviter toute
contamination de BPA due a I'utilisation de polycarbonate (annexe I). Les rates ont été hébergées au
sein de l’animalerie du laboratoire d’autopsie clinique de I’institut des sciences vétérinaires
(Université Ibn Khaldoun — Tiaret) ou régne une température constante (25 £2°C), elles ont eu acces
a volonté a la nourriture et a la boisson. Une période d'acclimatation de 12 jours a été allouée aux
rates avant le début du protocole expérimental. Apres cette période et pendant 16 semaines, elles ont
¢été nourries avec un régime standard ou un régime Hyper gras et elles ont été exposées ou pas a deux
polluants environnementaux soit le Bisphénol A ou le tébuconazole a une dose de 50ug/kg/j et
30pg/kg/j respectivement par voie orale via I’eau de boisson fournie dans des biberons. Ces derniers
sont composés d’une bouteille en polypropyléne et d’une tétine en inox inoxydable. Les 6 lots

préalablement constitués ont été soumis aux conditions ci-dessous :

— Les animaux du premier lot (ST) ont re¢u un régime Standard a base d’amidon (42,12%) et
une eau de boisson standard.

— Le second lot (HG) a été soumis a un régime Hypergras (HG) enrichi en graisse animale ovine
(48%) et a regu une eau de boisson standard.

— Le troisiéme lot (BPAHG a été soumis a un régime Hypergras (HG) et exposé au Bisphénol
A (BPA a 50 ug/kg/j) via I’eau de boisson.

— Le quatriéme lot (BPA) a recu un régime Standard et a été exposé au Bisphénol A (BPA a 50
ug/kg/j).

— Le cinquiéme lot (TEBHG) a été soumis a un régime Hypergras (HG) et a été exposé au

Tébuconazole (TEB a 30 ug/kg/j).

— Le sixieme lot (TEB) a regu a un régime Standard (S) et a été exposé au Tébuconazole (TEB

a 30 ug/kg/j).
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On note que durant la période expérimentale (16 semaines), un suivi quotidien de la
consommation alimentaire, 1’eau de boisson, du poids corporel et du comportement des animaux a
été effectué. Aussi durant toute 1’expérimentation, les animaux ont ét¢ manipulés par les mémes

expérimentatrices afin d'éviter tout stress.

S
i . Reégime standard + Peau de robinet N=05
Rats Wistar - Sacrifice
N=30 - i jeun
. Régime standard + BPA 4 50 pg/kg/j ON=05
_ll_ll_ll_ll_ll_ll—ll>
e
Régime standard + TEB 4 30 pg/kg)j - N=05
I I I I I D I I )
i W
Régime Hyper gras+ I'eau de robinef . N=05
oy :-;-'-»Q.lj ?\'L .
-‘ ﬁt*}; Régime Hyper gras+ BPA 50 ug/kg/j N=03
ACC]JH]atatlﬂll: - I ] I fFf O f ] I I f S f ] - I)
Régime e
Standard Régime Hyper gras+ TEB 30 ug/kg/j | N=05

_________________w

Suivi et entretien des animaux ; 16 semaines
v Suivi comportemental
v'Suivi journalier de la consommation de I'eau de boisson
v'Mesure de la prise du poids
v'Mesure de la prise alimentaire

Figure n°03 : Protocole du suivi des rates durant 1’étude.
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Le sacrifice a été réalisé au niveau du laboratoire d’autopsie clinique de I’Institut des Sciences
Vétérinaires, «Université Ibn Khaldoun -Tiaret». Le sang et les organes (cerveau, cceur, foie, reins,
rate et tissu adipeux) ont été prélevés et conservés soigneusement dans des conditions adéquates pour

I’évaluation des différents parameétres biochimiques, oxydatifs et d’autres investigations ultérieures.

La figure illustrée ci-dessous résume les différentes procédures expérimentales effectuées au

cours de cette étude

Aprés 16 semaines d’exposition au TEB ouBPA par voie orale
via I'ean de boisson+ régime HG

Sacrifice
v v
Prélévement sanguin Prélévement des organes
v'Prélévement sur des tubes secs ou v'Trois lavages avec le NaCla0,9%
contenant de I’héparine de lithium ou EDTA. v Conservation a -20°C pour des
dosages ultérieurs
Paramétres biochimiques Paramétres oxydatifs Parametres oxydatifs et 1ésions tissulaires
»Bilan lipidique: »Pouvoir réducteur total déterminé par la v Ceeur
*Cholestérol technique FRAP . _
v'Foie
»Bilan glumdlgtlle: . VReis
ycemie »Oxydation protéique évaluée par la mesure ,
. des groupements thiols Cerveau
»Léstons rénales: o
« Urée v Tissu adipeux
»Oxydation lipidique évaluée par la mesure YRate
des TBARS

Figure n° 04 : Organigramme de la procédure expérimentale
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2.5 Choix de la dose et de la voie d’administration

Afin d’imiter les conditions environnementales et éviter le stress pouvant affecter les animaux
traités, 1I’exposition aux différents polluants a été¢ effectuée par voie orale via 1’eau de boisson (I’eau
de robinet), les doses étudic¢es sont de 50 pg/kg/j et 30 pg/kg/j pour le BPA et le TEB respectivement
et correspondent a la dose journaliere admissible (DJA) chez ’homme. Le choix de ces doses
d’exposition repose sur le fait que les perturbateurs endocriniens (particuliérement le BPA) ne suivent

pas les dogmes classiques de la cytotoxicité.

Ils agissent en effet a de treés faibles doses, qui peuvent étre largement en dessous de la dose

journaliére admissible, sans suivre pour autant une relation linéaire dose/effet.

Le choix de I’administration du BPA et du TEB, par voie orale via I’eau de boisson, est justifié
par le fait que cette méthode permet d’effectuer une exposition chronique répétée et répartie sur la
journée, contrairement au gavage intra-gastrique qui se fait généralement en une fois. La voie orale
permet également de prendre en compte le métabolisme du BPA au sein de 1’organisme (Lecorre et

al., 2013).

2.6 Stratégie d’exposition au bisphénol A et au tébuconazole

Les solutions d’exposition correspondaient a deux solutions meres de BPA et de TEB et a des
concentrations de 45,5mg/l et 27 mg/l respectivement. Ces derni¢res ont été préparées dans de
I’éthanol a 10% ensuite diluées a 1/100 dans un volume final d’eau afin d’obtenir des doses de
consommation journaliere de 1I’ordre de 50 png/Kg/j pour le BFA et de 30 pg/Kg/j pour le TEB (R6nn
et al., 2012). D’autre part une troisiéme solution mere d’éthanol & 10% a été préparée et diluée a
1/100 dans le volume final d’eau de boisson, celle-ci a été destinée aux deux groupes non traités aux
polluants pour adapter les animaux des différent groupes aux mémes conditions d’exposition. La
consommation de BPA ou du TEB a ¢été vérifiée chaque jour en mesurant le volume d’eau consommeée
et le poids des rates. Les taux d’exposition au BPA ou du TEB sur toute la durée du protocole étaient
en moyenne de 40,80 + 2,26 et de 23,57 + 1,44 respectivement (voir annexe II). L’eau de boisson a

¢té changée deux fois par semaine, cette fréquence est sans risque de dégradation du BPA ou du TEB

(Le corre et al., 2013).

2.7 Composition des régimes expérimentaux
La composition du régime inducteur de troubles métaboliques 1’obésité chez le rat Wistar a été
déterminée en se basant sur des données bibliographiques qui stipulent que les régimes alimentaires

contenant plus de 30% des apports énergétiques sous forme de lipides (acides gras saturés) entrainent
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le développement d'une obésité associée a des désordres métaboliques dus a une augmentation de la

prise calorique (Garait, 2006).

La préparation des différents régimes, au cours de cette expérimentation, a été réalisée deux fois
par semaine au sein du laboratoire d’ Amélioration et Valorisation des Productions Animales Locales.
Les ingrédients utilisés pour préparer chaque régime ont été fournis gracieusement par 1’Office
Nationale d’Aliment de Bétail (ONAB) de Rahouia et ont été répartis de telle sorte que les
pourcentages des protéines, de la cellulose, des vitamines et des sels minéraux varient peu d’un
régime a I’autre. La composition des régimes standard et hypergras ainsi que la constitution en acides

gras saturés de la matiére grasse utilisée dans la conception de ce régime figurent dans le tableau ci-

dessous.
Tableau n°03 : Composition des régimes alimentaire (Sauvant et al., 2004).
Composition Acide gras Type AG Pourcentage
(%)
Standard Hyper gras Lauric C12:0 0,1
(%) (%) Myristic C14:0 3,3
Amidon 42,12 2,59 Palmitic C16:0 25,3
Cellulose 334 317 palmtoleic Cle:1 34
stearic C18:0 19,2
Protéines 14,406 15,94 Oleic C18:1 375
Matiére 0 48 Linoleic Cl18:2 -6 2,8
grasse Linolenic ALA Cl18:3w3 0,6
Energie 409,615 679,92
(kcal/100g)
a) Composition des régimes b) Composition du profil lipidique du
standard et hypergras régime hypergras

2.8 Prélévements et préparation du matériel biologique
2.8.1 Prélévement sanguin

Les animaux, maintenus a jeun depuis 24 heures en vue de leur sacrifice le lendemain, ont
¢été anesthésiés a I’éther par inhalation, le sang a été prélevé et recueilli dans trois tubes différents :
sec, hépariné et EDTA. Apres une 1égére agitation, les tubes ont été incubés dans la glace pendant 30

mn avant d’étre centrifugés a 4000 tr/mn pendant 10 mn. Le plasma obtenu apres centrifugation a été
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recueilli, aliquoté dans des tubes et conservé a -20°C pour les analyses ultérieures : bilan lipidique
(Cholestérolémie, Triglycérides, HDL, LDL) ; glycémie ; lésions hépatiques (Transaminases :

TGO/TGP), Iésions rénales (créatinine, urée) ainsi que 1’évaluation des parameétres oxydatifs.

2.8.2 Prélévement d’organes
Apres le prélévement sanguin, le cceur, le cerveau, le foie, les reins, la rate et le tissu adipeux sont
soigneusement prélevés, rincés avec du NaCl a 0,9 %, pesés et conservés a -20°C pour d’éventuelles

explorations.

2.9 Etudes des parametres biochimiques
2.9.1 Détermination de la teneur en glucose
— Principe

La teneur en glucose est déterminée par la méthode enzymatique et colorimétrique en présence
du glucose oxydase (GOD). Le glucose est oxydé par la GOD en acide gluconique et péroxyde
d’hydrogene qui réagit en présence de peroxydase (POD) avec le chloro-4-phenol et le 4-amino-
antipyréne (PAP). La coloration obtenue est proportionnelle a la concentration en glucose présente
dans I’échantillon. La lecture se fait & une longueur d’onde de 505 nm, ce dosage a été réalisé a I’aide

du kit (BIOLABO (voir annexe III) (Trinder, 1969).

— Mode opératoire
10 pl de chaque échantillon et de I’étalon ont été prélevés ensuite ajoutés a Iml de la solution de
travail fournis par le kit BIOLABO, le mélange ainsi obtenu a été incubé pendant 10 minutes a 37°C.
L’absorbance a été ensuite mesurée au spectrophotométre a 505 nm contre un blanc sans glucose.
L’¢étalon a été utilis¢ comme une référence pour la quantification des taux de glucose dans le plasma

et a une concentration précise de glucose égal a (1 g/L).

Peroxydase

B-D-Glucose + O,+ H,0 Acide gluconique + H,0,

v

Glucose oxydase

H,0,+ Phénol + 4-Amino-Antipyrine » Quinone rose + H,0

Les résultats sont exprimés en g/l de glucose et la concentration du glucose dans les échantillons

est calculée selon la formule ci-apres :
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Résultat = —S( osage) Concentration de l'étalon l
*
es AbS (Etalon) oncentratio eLe 0 (g/ )

2.9.2 Détermination des teneurs en urée
— Principe
C’est une méthode enzymatique et colorimétrique basée sur 1’action spécifique de 1’'uréase qui
hydrolyse I’urée en ions ammonium et carbonates. Les ions ammonium forment ensuite avec le chlore
et le salicylate un complexe coloré en bleu. L’intensit¢ de la couleur et proportionnelle a la

concentration en urée dans I’échantillon (Searcy et al., 1967)

— Mode opératoire
5 ul de I’échantillon ou de I’étalon a une concentration de 0,40 g/l ont été ajoutés a 1000ul du
réactif de travail préparé en mélangeant le salicylate avec de 1’uréase (R1+R2) fourni par le kit
BIOLABO (voir annexe IV), le mélange obtenu a été¢ incubé pendant 2 minutes a 37°C, 250 ul du
réactif alcalin pur (R3) ont été ajoutés a cette solution, I’ensemble a été incubés a 37°C pendant 5

minutes.

Urea + H,O Urease -~ (NH, )2+ CO,

NH ,* + Salicylate + NaClO _Nitroprusside  [ndophenol

L’absorbance a été mesurée au spectrophotomeétre a 600 nm contre un blanc, les résultats sont

exprimés en g/l de ’urée et calculés selon la formule suivante

Résultat = —S( osage) Concentration de l'étalon l
*
es AbS (Etalon) oncentratio eLe 0 (g/ )

2.9.3 Détermination des teneurs en cholestérol total
— Principe
Le cholestérol total exprimé en (g/l) est dosé par la méthode colorimétrique enzymatique en
utilisant le kit Biomaghreb et ce au niveau du plasma. Les esters de cholestérol sont hydrolysés par
le cholestérol estérase en cholestérol libre et en acides gras. Ce cholestérol libre produit et celui

préexistant sont oxydés par une enzyme cholestérol oxydase en A4 cholesterone et peroxyde
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d’hydrogene. Ce dernier en présence de peroxydase oxyde le chromogéne en un composé de couleur
rouge. L’absorbance du quinoneimine coloré mesurée a 505 nm est directement proportionnelle a la

quantité de cholestérol contenu dans 1’échantillon (Richmond, 1973).

Cholesterol estérase

Esters de Cholestérol + H20 e Acides gras+ Cholestérol estérase
Cholestérol oxydase
Cholestérol + 0y ~ ——— Cholesténe-4-one-3+ Hs0s
Peroxydase

p-D-Glucose +0ytH)0  —————p Quinone imine rouge

— Mode opératoire
La solution de travail a été préparée par le mélange des réactifs 1 et 2 fournis par le kit (Voir
annexe V). Pour la réalisation de ce test, 10 ul de chaque échantillon de plasma et de 1’étalon ont été
prélevés et ensuite ajoutés a 1ml de la solution de travail et homogénéis¢€, le mélange ainsi obtenu a

été incubé pendant 10 minutes a 37°C.

L’absorbance a été mesurée au spectrophotomeétre a 505 nm contre un blanc ne contenant que de
I’eau distillée. Notons que 1’étalon a été utilisé afin de quantifier le taux du cholestérol dans les

¢chantillons et qui contient une quantité précise de cholestérol qui est de 2 g/1.

Les résultats sont exprimés en g/l de cholestérol et calculés selon la formule suivante :

Abs (Dosage)

Abs (Etalon) * Concentration de l'étalon (2g/1)

Résultat =

2.10 Etude des parametres oxydatifs
2.10.1 Evaluation de la peroxydation lipidique par le dosage des substances réagissantes avec
I’acide thiobarbiturique (TBARS)

— Principe

L’évaluation des teneurs en MDA repose sur une méthode de dosage indirecte de I’impact des
radicaux libres. Elle mesure les substances issues de la lipopéroxydation réagissantes avec l'acide
thiobarbiturique (TBA). La réaction de dosage, décrite par Kohn et Liversedge en 1951, précisée
par Patton et Kuntz en 1951, repose sur la formation en milieu acide et a chaud entre le

malondialdéhyde et deux molécules d'acide thiobarbiturique (TBA), d'un pigment absorbant a 532
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nm, extractible par les solvants organiques comme le butanol-1. La réaction colorée, observée avec
l'acide thiobarbiturique, mesure non seulement le malondialdéhyde préexistant, mais aussi le
malondialdéhyde formé de maniére artéfactuelle par décomposition thermique des peroxydes, et de
ceux générés au cours méme de la réaction. Les méthodes utilisées actuellement dérivent de celle de

(Yagi ,1976).

— Mode opératoire

Cette analyse a été réalisée sur plasma 400 pL d’un mélange réactionnel constitué¢ d’acide
thiobarbiturique (TBA a 0,375 %) d’acide trichloracétique (TCA a 20%), 2,6-di-tert-butyl-4-
méthylphénol (BHT a 0.01%) et chlorure d’hydrogene (HCI a 1N) sont ajoutés a 100 pl d’échantillon.
Apres agitation de 2 min, le mélange est incubé au bain marie a 100°C pendant 15 minutes. Durant
cette étape, les fonctions aldéhydiques du dialdéhyde malonique (MDA) sont libérées par 1’hydrolyse
acide a 100°C. Elles réagissent avec le TBA en formant un complexe coloré en rose (MDA-TBA).
Pour arréter la réaction, les tubes sont placés dans la glace, le complexe ainsi formé est extrait par le

butanol-1 et centrifuger a 4000 tr/min pendant 10 min a 4°C.

Apres centrifugation, la quantification du complexe est effectuée sur un spectrophotometre a une
longueur d’onde de 532nm. La concentration en MDA plasmatique est calculée en utilisant une

courbe d’étalon de 1, 1, 3,3-Tétra Ethoxy Propane (MDA) (Voir annexe VI).

2.10.2 Détermination du pouvoir antioxydant total par la technique FRAP « Ferric Reducing
Antioxydant Power »
— Principe

La méthode FRAP développée par Benzie et Strain (1996) est basée sur la réduction d‘un
complexe tripyridyltriazine ferrique [(Fe(Ill) -TPTZ).] en un complexe tripyridyltriazine ferreux
[(Fe(IT)-TPTZ):] par un antioxydant (AH), a un pH de 3,6 pour maintenir la solubilité du fer (Voir
figure n® 05). Lors de la réduction du complexe ferrique en complexe ferreux une coloration bleue
intense apparait trés rapidement avec un maximum d‘absorption a 593 nm. Le pouvoir réducteur est
proportionnel a la formation de la couleur bleue, plus la couleur bleue est intense, plus 1‘échantillon

peut étre considéré comme un bon réducteur.
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Figure n° 05 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP entre le complexe
tripyridyltriazine ferrique Fe(III)-TPTZ et un antioxydant (AH).

— Mode opératoire

Ce test peut étre utilis€ comme un index du pouvoir antioxydant des défenses non enzymatiques.
Il est basé sur la mesure de la réduction par le plasma dans des conditions d’acidité (pH 3,6), d’une
solution comprenant du tampon acétate, une solution a base de 2, 4,6 Tripyridyl -s-triasine (TPTZ),
et un sel ferrique (FeCls), ce qui provoque la formation du complexe TPTZ-Fe™ de couleur bleue.
Une gamme étalon est obtenue a partir d’une solution mere de FeSO4 a 100 mM (15,62 uM a 500

uM) (la courbe de la gamme d’étalonnage figure dans I’annexe VII.

La solution FRAP est préparée a partir des trois solutions initiales : tampon acétate (CoH3NaO»,
3H>0 et C;H40,) a pH 3,6, TPTZ a 8 mM et FeCls, 6H,O a 20mM) et placée a 37°C pendant toute
la durée de I’analyse. 100 ul d’échantillon dilués ou de la solution de la gamme ont été ajoutés a 900
ul de la solution FRAP. La lecture des échantillons a été réalisée apres 30 minutes d’incubation par

spectrométrie a 593 nm.

2.10.3 Oxydation des Protéines dosage des groupements Thiols (Faure et Lafond, 1995)
— Principe

Lors de I’oxydation des protéines, les groupements SH sont oxydés et forment des ponts
disulfures S-S. C’est une méthode colorimétrique qui repose sur les propriétés réductrices des
groupements thiols (SH). En présence des groupements thiols de 1’échantillon, le pont disulfure (S-
S) contenu dans le réactif d’Ellman ou DTNB (5-5’ dithionitro benzoicacid) va étre réduit et donner
des dérivés thiols aromatiques [RNB (acide 5-thio (2-nitrobenzoique))] colorés et possédant une
absorbance 412 nm. La vitesse de la réaction sera différente selon que le DTNB se trouve en présence

de SH protéiques ou non protéiques.
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Cette différence peut, dans certaines conditions de pH et de forme ionique, étre accentuée et
permettre ainsi la mesure des SH protéiques et celle des SH totaux. Les groupements thiols
protéiques sont trés sensibles a 1’oxydation, y compris par I’oxygeéne moléculaire. Il convient de
manipuler rapidement les échantillons a 4°C, d’utiliser des centrifugeuses réfrigérées. Il est

possible de conserver les échantillons a - 20°C.

— Mode opératoire
375 ul de tampon phosphate (0,05 M + EDTA a 1uM) ont été ajoutés a 250 ul de 1’échantillon
ou du point de gamme (préparée a partir d’une solution de N-Acetyl-Cystéine (NAC a 1 mM), ou
d’échantillon, aprés une 1égére agitation 125 pl du réactif ’ELLMAN ont été ajoutés, le mélange
ainsi obtenu a été agité¢ a 1’aide d’un vortex et incubé pendant 15 min a température ambiante et a
I’abri de la lumiére. La lecture de 1’absorbance a été effectuée a une longueur d’onde de 412 nm (la

courbe d’étalonnage figure dans I’annexe VIII).

2.11 Traitement statistique

L’ensemble des résultats obtenus sont présentés sous forme de moyenne + SEM (Standard error
of the mean). L’analyse statistique des données a ét¢ conduite en utilisant le logiciel STATISTICA
(version 8.0). La comparaison des moyennes (comparaison entre les six groupes de rats) a été réalisée
via le test ANOVA a un facteur. Ce dernier a ét¢ complété par le test Ducan’s afin de classer et
comparer les moyennes deux a deux. Une valeur de p < 0,05 a été retenue comme seuil de

signification. On note que :

—  Pour un P<0,05 la différence est significative.
— Pour un p<0,01 la différence est tres significative.

—  Pour un p<0,001 la différence est hautement significative.
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Résultats et Discussion

Cette partie consiste a présenter les résultats obtenus lors de notre étude tout en se basant sur le
poids du tissu adipeux, I’apport énergétique , les parametres biochimiques et oxydatifs qui ont permis
de mettre en évidence les conséquences d’une consommation hypercalorique, I’impact de I’exposition
aux polluants environnementaux, le Bisphenol A et le tébuconazole ainsi que I’effet combiné : régime

hypercalorique/polluants.

3.1 Impact de I’exposition aux polluants et du régime hypergras sur le tissu adipeux et I’apport

énergétique

Les résultats concernant le poids du tissu adipeux illustrés dans la figure n°06, révelent que le
groupe de rats femelles soumis au régime standard (ST) possede une masse du tissu adipeux, évaluée
a 8,6848 + 0,22 g, largement inferieure avec une différence trés significative (P = 0,01), a celle des
rats femelles sous régime hypergras (HG). En effet, ces derniéres possedent une masse graisseuse
¢valuée a 10,849 + 0,59 g et supérieure a celle des rats femelles témoins exposées au BisphénolA
(BPA) avec une valeur de 6,576 + 0,36 g ou bien au Tébuconazole (TEB), celui-ci présente une valeur
de 6,982 + 0,54 g, les différences constatées sont hautement significatives (P<0,001). Cependant, et
contrairement aux trois premiers groupes, (ST, BPA et TEB), les individus du lot exposé au TEB et
sous régime HG (TEBHG) possédent un poids du tissu adipeux assez important en comparaison avec
celui des animaux sous régime HG, la différence constatée est hautement significative (P = 0.001),
on note 15,706 £ 0,62 g versus 10,849 + 0,59 g respectivement. Aussi, une augmentation de la masse
adipeuse est révélée chez le lot des rats femelles exposées au BPA et nourries par le régime HG
(12,109 £ 0,49g), seulement cette augmentation reste non significative, avec P = 0,083, et ce en
comparaison avec la masse du tissu adipeux des rats femelles sous régime HG (Voir figure n°06).
Toutefois, il est intéressant de signaler que le groupe des rats femelles exposées au BPA et sous
régime HG (BPAHG) et celui des rats femelles exposées au TEB et sous le méme régime (TEBHG),
dévoilent des taux d’augmentation de la masse adipeuse significativement différents, ces derniers
sont de I’ordre de 12 % pour le groupe BPAHG et 45 % pour le groupe TEBHG. Ces taux
d’augmentation sont évalués par rapport au poids du tissu adipeux du groupe de rats femelles

soumises au régime HG.
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Figure n° 06 : Poids absolu du tissu adipeux des rats femelles des 6 lots expérimentaux

Les résultats sont exprimés sous la forme de moyennes + SEM avec n=5
(A) : groupes Bisphénol A ; (B) : groupes Tébuconazoles.
Les comparaisons ont été effectuées par rapport aux rats femelles du groupe hypergras (HG).
(** Différence trés significative, *** Différence hautement significative).

Le régime hypergras utilisé dans notre étude est un régime tres riche en acides gras saturés il est
compos¢ de 48 % de graisse d’origine ovine. Il influence le tissu adipeux via une augmentation tres
significative du poids de la masse graisseuse, celle-ci est évaluée a 25% en comparaison avec le
groupe des rats femelles sous régime Standard. Ceci confirme qu’un apport calorique élevé est associé
a une amplification de tissu adipeux et demeure le principal responsable du développement de

I’obésité (Golay et al., 1998 ; Bleich et al., 2008).

Nos résultats corroborent ceux indiqués par Golay et ses colaborateurs (1998). Ces chercheurs
rapportent, que des rats nourris pendant 10 semaines par un régime hypercalorique (contenant 65 %
de graisse) provoque une amplification de la masse adipeuse, ils expliquent qu’un régime
hypercalorique est associ¢ a une accumulation de tissu adipeux et une surcharge pondérale pouvant
aller jusqu’a I’obésité chez I’homme et chez 1’animal (Golay et al., 1998). D’apres Ailhaud et al
(2006) les régimes riches en AGS et AGPI n-6, combinés avec la sédentarité favorise I’adipogencse.
Une autre é¢tude a démontré, que le traitement des souris pendant 5 semaines par un régime hypergras
(constitué¢ de 40 % de lipides) est suffisant pour induire un gain de poids important (Veyrat-Durebex
et al., 2011). Ceci va de pair avec les travaux menés par Wit et ses collaborateurs, ces derniers ont
induit une obésité apres 8 semaines de traitement par un régime contenant (45% de lipides). Cani et
ses collaborateurs (2008), affirment qu’un déséquilibre alimentaire en faveur d’un apport énergétique
supérieur aux dépenses de I’organisme, débouche sur un exces de masse graisseuse qui méne au

développement de 1’obésité et ces complications métaboliques (Cani et al., 2008). En effet, le tissu
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adipeux est la plus importante réserve énergétique de 1’organisme, et son role essentiel est d’assurer
le maintien de I’équilibre énergétique. Cependant le dysfonctionnement et 1’inflation de cet organe
sont impliqués dans le développement de I’inflammation (Hauner, 2004) et dans la survenu de

I’obésité et ses complications (Ziegler et al., 2007).

Parallelement, nos résultats enregistrent une diminution significative de la masse adipeuse
chez les rats femelles traitées par le TEB ou le BPA et sous régime standard versus les rats femelles
sous régime standard seul. Ces résultats sont concordants avec ceux rapportés par Hassan et al (2012),
au cours de leur étude, ces auteurs ont exposé des rats wistar a 0,1 mg/kg/j de bisphénol A, celui-ci a
provoqué une diminution significative du poids corporel des rats. Dans une étude semblable menée
sur des rats femelles gestantes, le gain de poids corporel de la mére pendant la gestation était réduit
apreés une exposition au tebuconazole (Moser et al.,2001). De mani¢re contradictoire, il a été
démontré qu’une exposition a long terme et a 50 pg/kg/j de BPA n’a pas d’effet direct sur le poids
corporel total et le pourcentage de graisse corporelle des rats sous régime hypergras. (Ding et al.,
2014). Cependant, une étude évoque que BPA administré par voie orale chez des rats conduit a une
adipogenese et I’hypertrophie des adipocytes (Somm et al, 2009). Ces divergences de résultats
peuvent étre expliquées par les différences entre les espeéces animales utilisées, les conditions
expérimentales (la dose, la voie d’exposition, la durée d’exposition,...), etc.

En effet, plusieurs études attestent que les effets adverses dus a 1’exposition aux perturbateurs
endocriniens pouvaient largement varier selon 1’age, le sexe, le contexte nutritionnel, la période

d’exposition et la posologie (Barouki., 2013 ; Schlienger., 2014).

Comme rapporté précédemment, on constate une élévation hautement significative de masse
graisseuse estimée a 45% chez les rats femelles du groupe TEBHG versus le groupe HG, alors que le
poids de la masse adipeuse chez le groupe BPAHG a une tendance a étre significatif (p = 0,08) avec
un taux d’augmentation évalué a 12% par rapport au groupe HG. D’autre part, le groupe des rats
femelles sous régime hypergras et exposées au BPA ou au TEB, accentue le développement de la
masse graisseuse, celle-ci subit une augmentation de 39 % constatée chez les groupe sous régime
hypergas et expos¢ au BPA et de 80 % chez le groupe sous le méme régime et expos¢ au TEB et ce
en comparaison avec le groupe des rates soumises au régime standard (le contrdle ). Ces résultats
confirment I’hypothése sur I’effet combiné du régime HG et I’exposition au polluant sur
I’augmentation du taux de la masse adipeuse (Lecorre et al., 2013). Il semblerait que 1’exposition au
TEB accentue de maniére significative 1’effet du régime HG sur I’expansion ou le développement du
tissu adipeux en comparaison avec les animaux sous régime HG et exposés au BPA. Nos résultats

nous laissent supposer que ces polluants ciblent le tissu adipeux, en augmentant sa masse et en
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modifiant sa structure. Ce tissu peut étre impliqué dans la régulation de la cinétique de ces polluants
et contribue ainsi a leur stockage et a leur libération a bas bruit.

Actuellement, il est largement admis qu’il existe un lien entre les polluants et le développement
de I’obésité et ses complications (Ravussin, 1995). Parmi les polluants suspects figuraient les
composés polychlorobiphényles (PCB), les dioxines, les phtalates, les pesticides et le BPA. Cette
association a été peu a peu étayée par plusieurs études in vitro et in vivo. En effet, ’hypothése, selon
laquelle des produits chimiques de I’environnement essentiellement les polluants organiques
persistants comme les pesticides et le BPA pouvaient étre « obésogénes », a été formulée apres avoir
constaté que les rats et les souris exposés au BPA durant la gestation et I’allaitement présentaient un
poids plus ¢levé (Rubin ef al., 2001 ; Baillie-Hamilton, 2002). Certains travaux confirment que le
tissu adipeux est la cible de certains polluants, particulierement les perturbateurs endocriniens (PE)
(Vendenberg et al., 2009). Ce tissu est le lieu de stockage de nombreux polluants organiques
persistants, lipophiles, comme le BPA et le Tebecunazole (Tomlin, 2003 ; Youness, 2013). Ces
molécules hydrophobes ont tendance a s’empiler dans la masse adipeuse ou elles subissent une
bioconcentration (Hue ef al, 2007) réduisant ainsi leur biodisponibilité pour d’autres tissus et
cellules), elles sont susceptibles d’intervenir localement en modifiant la programmation adipocytaire
(Barouki.,2013), ceci a été confirmé par des travaux effectués en 1980 et 1990, ces derniers montrent
une relation inverse entre la toxicité et la masse graisseuse de différentes espéces animales. Les
auteurs ont compar¢ la toxicité aigué (traitement de 30 jours) de la (2,3,7,8-tetrachlorodibenzodioxine
ou TCDD), chez une vingtaine d’especes de mammiferes avec 1’indice de masse corporelle (IMC) de

ces especes ; ils ont déduit une relation positive entre la masse grasse et la DL50 (Geyer et al., 1997).

D’autres arguments expérimentaux indiquent, qu’a la phase périnatale, les perturbateurs
endocriniens, a I’instar du BPA et certains pesticides, auraient un effet obésogéne par le biais de
I’augmentation de I’expression des facteurs de transcription adipogenes dans les préadipocytes

(Schlienger, 2014 ).

Ces composés chimiques, interférent avec le systétme physiologique du tissu adipeux et
pourraient de ce fait influencer la production de la leptine et de de 1’adiponéctine, (une adipokine
anti-inflammatoire vaso-protectrice, impliquée également dans le maintien de 1’homéostasie
glucidique), et modifier ainsi 1’équilibre hormonal et métabolique des adipocytes (Topari et al.,
2009). Selon une étude menée par (Hugo et al., 2008), le BPA a de faibles concentrations de 1’ordre
de nanomolaire inhibe la libération d’adiponectine par des explants de tissu adipeux et favorise

I’expression de Era et Erf3, (récepteur d’cestrogene a , récepteur d’cestrogene ) 1’activation de ces
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facteurs conduit a une augmentation du nombre de cellules adipeuses au cours du développement
(Hugo et al., 2008).

De nombreux auteurs confirment que les niveaux faibles de I’adiponéctine sont associés au
risque cardiovasculaire chez les sujets obéses ou en surpoids (Matzsuzawa, 2000).

Dans notre étude et apres avoir évalué le nombre de calorie sur les 16 semaines de traitement,
aucune différence significative n’a été décelée entre les différents groupes expérimentaux (Standard,
HG : exposés ou non au BPA ou au TEB). A I’exception de 1’apport énergétique du groupe TEBHG
(403,95 £ 17,67 Kcal/semaine) celui-ci exhibe une différence significativement inferieure, avec P =
0,01, a celui du groupe BPAHG (613,96 + 62,75 Kcal/semaine) (voir figure n°07). Nos résultats se
rapprochent de ceux obtenus par Somm et son équipe qui apportent que 1’exposition au BPA n’affecte
en aucun cas la consommation journaliere des rats, qu’ils soient alimentés par une régime standard

ou par un régime riche en graisses (Somm et al., 2009).
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Figure n° 07 : Energie ingérées (kcal/semaine) par les rats femelles des différents groupes
pendant les 16 semaines d’expérimentation.

(A) : groupes Bisphénol A ; (B) : groupes Tébuconazole.
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3.2 Impact de I’exposition aux polluants et du régime hypergras sur les teneurs plasmatiques

en cholestérol, glycémie et en urée

Tableau n° 04 : Teneurs plasmatiques en cholestérol, glycémie et en urée chez les rats femelles

des différents groupes expérimentaux exposées ou non au BPA ou au TEB

Standard | BPA TEB HG BPAHG TEBHG
Cholestérol | 0,56+0,01 | 0,68 0,02 | 0,75+0,01 " | 0,62+0,04 | 0,74+0,01 " | 0,62+0,02
(gD
Glycémie | 1,33+0,06 | 1,93 +0,08" | 1,22+0,32 | 1,20£0,13 | 1,49 0,16 | 1,25+0,14
(gD
Urée 0,27+0,02 | 0,40+0,02" " | 0,34+0,06 | 0,20+0,06 | 0,27 = 0,03 | 0,39+0,05
(g

Les comparaisons ont été effectuées par rapport aux rats femelles du groupe hypergras (HG).
* différence significative, ** différence trés significative, *** différence hautement significative

Les résultats de 1’estimation des teneurs en urée révelent une différence significativement tres
¢levée (p<0,001) chez les rats femelles des groupes BPA, TEB et TEBHG en la comparant a celles
du groupe HG. De ces résultats on constate que les groupes des rats femelles exposées au BPA ou au
TEB présentent des teneurs plus élevées en urée avec une différence hautement significative en
comparaison avec le groupe témoin (0,40 £+ 0,02 g/l et 0,34 £ 0,06 g/l vs 0,27 £ 0,02 g/1) (p<0,001).
L’estimation des teneurs en cholestérol indique des différences trés significative entre le groupe TEB
versus les groupes HG et BPAHG (0,75 = 0,01 g/l versus 0,62 + 0,04 g/l1; 0,74 £ 0,01g/1
respectivement). En revanche, nos résultats montrent que uniquement les rats femelles exposées au
BPA présentent une augmentation significative du taux du glucose plasmatique en comparaison avec
pratiquement tous les groupes expérimentaux (ST, HG TEB et TEBHG) a I’exception du groupe
BPAHG (voir tableau n° 04).

Ces résultats corroborent ceux obtenus par Ding et al., (2014). Dans son étude menée sur des rats
et leurs progénitures, Ding a démontré que le traitement BPA combiné ou pas a un régime riche en
graisse est susceptible de créer un désordre dans le métabolisme du glucose ainsi qu’une altération de
la fonction pancréatique, ceci a été constaté non seulement chez les rats mais aussi chez leurs
progénitures (Ding et al., 2014). Il paraitrait que le TEB ne génére pas le méme effet observé avec
BPA sur le métabolisme glucidique des rats femelles, puisque celui-ci n’engendre aucune différence

significative en comparaison avec les différents groupes expérimentaux (voir tableau n° 04).
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Il a été démontré qu’une exposition maternelle au BPA peut induire un dysfonctionnement des
cellules B-pancréatiques et une altération de la signalisation de 1’insuline dans le foie, entrainant une
intolérance au glucose a 1’age adulte, et ce phénotype est exacerbé si les descendants sont nourris
avec un régime riche en graisses (Wei et al., 2014). L’exposition au BPA pendant la gestation
reproduit en partie les effets d’un régime riche en graisses et notamment une hyperinsulinémie et une
altération de la tolérance au glucose, événements observés chez les souris males adultes. De ce fait,
le BPA perturbe la fonction pancréatique mais également les tissus cibles a I’insuline. En plus des
effets adverses liés a une exposition maternelle, le BPA peut également impacter le métabolisme des

souris exposés a 1’age adulte (Alanso-Magdalena et al., 2011).

Le dosage des taux du cholestérol effectué au cours de notre étude révele que les rats femelles du
groupe standard exposées au BPA présentaient un taux de cholestérol plasmatique élevé de maniere
significative, par rapport au groupe témoin (rats femelles soumises régime standard seul), on note
0,56 £ 0,01 g/l vs 0,68 + 0,02 g/l respectivement. En effet, il a été rapporté que le traitement a long
terme au BisphénolA modifie I’homéostasie du métabolisme des lipides (zhang-hong et al., 2016).
Nos résultats vont de pair avec ceux d’une étude similaire réalisée sur des souris exposées au BPA a
long terme, ces dernicres présentaient des taux sériques en cholestérol supérieurs a ceux du groupe
contrdle. Le taux de cholestérol constaté au cours de cette étude était en corrélation avec 1I’expression
de Cyp7al, une enzyme cl¢ trés impliquée dans le métabolisme des lipides. (Joshi et al., 2016). 1l a
¢été démontré que 1’exposition de faibles doses de BPA altére le métabolisme des lipides contribuant
au développement de la stéatose dans le foie. De plus, les auteurs ont démontré que 1’expression de
nombreux génes du métabolisme des lipides fluctuait de fagon non dépendante de la dose d’exposition

du BPA selon une courbe non monotone (Marmugi et al., 2012).

Les rats femelles sous régime standard et exposées au TEB présentent des teneurs en cholestérols
plasmatiques supérieures a celles des rats femelles sous régime hypergras (HG) et a celles du groupe
sous régime standard (ST) toutes les deux non exposées. On note des taux d’augmentation,
significative, de 1’ordre de 21% et de 36% respectivement. Cependant, aucune différence
significative n’a été constatée entre les rats femelles sous régime standard exposées au TEB et celles
du groupe HG exposées aussi de maniére concomitante au TEB (voir tableau n ©04). Il va de méme

pour les groupes ST et TEBHG.

Il est admis, que les molécules trés hydrophobes ont tendance a s’accumuler dans les masses
grasses de I’organisme et notamment dans le tissu adipeux, on peut supposer que 1’accumulation du

TEB dans le tissu adipeux réduit sa biodisponibilité, ce qui peut refléter un effet plus accentué du
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TEB, sur le métabolisme du cholestérol du groupe standard en comparaison avec le groupe HG. Ce

résultat est en concordance avec celui du tissu adipeux décrit précédemment.

Les teneurs plasmatiques en urée se sont révélées significatives chez les rats du groupe BPA, TEB
et TEBHG versus le groupe HG. Ce résultat est similaire a ceux de Kobroob et al., (2017), qui
apportent qu’une exposition des rats au BPA par voie orale, a différentes doses pendant 5 semaines,
est susceptible d’entrainer des lésions rénales ainsi qu’une augmentation de 1’urée plasmatique.
D’apres les résultats obtenus, le TEB et BPA réagissent de la méme maniere sur les 1ésions rénales,
aucune différence significative n’a été enregistrée entre le taux de ’urée entre le groupe TEB et le

groupe BPA (Voir tableau n°04).

3.3 Impact de I’exposition aux polluants et du régime hypergras sur les paramétres oxydatifs
au niveau plasmatique
3.3.1 Evaluation de la peroxydation lipidique

Le résultat du dosage plasmatique en taux de MDA se révele tres significativement inférieur au
sein du groupe ST en comparaison avec le groupe HG (3,16 = 0,28 umol/l vs 4,32 + 0,34 umol/l).
Une augmentation trés significative a été constatée chez les groupes de rats femelles BPAHG et
TEBHG ainsi que hautement significative chez les groupes BPA, TEB, en opposant I’ensemble de

ces groupe au groupe HG (voir figure n°® 08).

Aussi, ce résultat révele de maniere intéressante une différence entre les deux groupes TEB et
TEBHG. On distingue des taux d’augmentation des MDA plasmatiques significativement différents
entre ces deux groupes, ces derniers sont de I’ordre de 52 % pour le groupe TEB et de 27 % pour le
groupe TEBHG. Ces taux d’augmentation sont évalués par rapport aux teneurs en MDA des rats
femelles soumises au régime HG. Ceci confirme les résultats du dosage du cholestérol. Il est fort
probable que I’accumulation du TEB dans le tissu adipeux des rats femelles du groupe HG réduit sa
biodisponibilité, ce qui limite, en conséquence, son effet oxydant sur les lipides (Voir figure n°09).
Par contre, I’effet du TEB sur 1’oxydation lipidique est plus accentué chez les rats femelles soumises
a un régime standard. Le méme effet a été constaté avec les groupes BPA/BPAHG mais seulement
avec une tendance significative (5,52 £0, 26 umol/l vs 6.31 £ 0,24 umol/l avec un (P =0,07). Aucune
différence significative n’a été remarquée entre les groupes BPA et TEB (6,13 + 0,24 pmol/l vs 6,55

+ 0,36 umol/l respectivement).
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Figure n°08 : Effet de I’exposition aux polluants et des régimes expérimentaux sur la
peroxydation lipidique (MDA exprimé en pmol/l).

Les résultats sont exprimés sous la forme de moyennes + SEM avec n=5
(A) : groupes Bisphénol A ; (B) : groupes Tébuconazole.
Les comparaisons ont été effectuées par rapport aux rats femelles du groupe hypergras (HG).
(** Différence tres significative, *** Différence hautement significative).

3.3.2 Evaluation du pouvoir réducteur total au niveau plasmatique

Le pouvoir réducteur plasmatique a significativement diminué chez les groupes BPAHG,
TEBHG, BPA (p<0,01) et chez le groupe TEB (p<0,001) par rapport & celui du groupe HG,
inversement les rats femelles du groupe ST exposent un pouvoir réducteur plus élevé et tres
significatif (p<0,01) en le comparant au groupe HG. De manicre similaire au résultat du dosage des
taux des MDA, on distingue un pouvoir réducteur plasmatique altéré et significativement différent
entre les groupes TEB vs TBHG (542,63 + 77,83 umol/l vs 393,82 + 18,71 umol/l) (Voir figure n°09).
En revanche aucune différence significative n’a été remarquée entre les groupes BPA versus BPAHG

(533,30 + 27,22 umol/l vs 566,54 + 36,32 pmol/l).
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Figure n°09 : Effet de I’exposition aux polluants et des régimes expérimentaux sur le pouvoir
réducteur total (exprimé en umol/l).
(A) : groupes Bisphénol A ; (B) : groupes Tébuconazole.
Les comparaisons ont été effectuées par rapport aux rats femelles du groupe hypergras (HG).
** différence tres significative, *** différence hautement significative ;

mST
mHG
mTEBHG
=TEB

200
100

BPA

TEBHG TEB

3.3.3 Evaluation de I’oxydation protéique au niveau plasmatique

Les résultats de I’évaluation de I’oxydation protéique au niveau plasmatique apres 16 semaines
de traitement, révelent que les teneurs des protéines (SH) au niveau du plasma chez les groupes de
rats femelles BPAHG, BPA, TEBHG et TEB sont significativement inférieures a celles du groupe
HG. Toutefois, ce groupe présente une réduction hautement significative des taux des protéines a
groupements SH évalués a 723,75 + 11,24 pmol/l, en comparaison avec ceux trouvés chez le groupe
des rats femelles sous régime standard (ST), celui-ci présente une valeur de 949,26 + 66,25 umol/l
(Voir la figure n°10). Les différences entre les groupes TEB versus TEBHG et les groupes BPA

versus BPAHG demeurent non significatives, il va de méme pour les groupes BPA versus TEB.

34



Résultats et Discussion

pmoll A) pmoll B)
1200 1200
1000 L 1000
800 mST 800 msT
BHG - e BHG
600 cx%  %%%  mPBAHG 00 ' B TEBHG
{y DBPA @ TER
400 § 400
200 % 200
0 \ 0
5T HG PBAHG  BPA ST HG TEBHG TEB

Figure n°10 : Effet de I’exposition aux polluants et des régimes expérimentaux sur les
marqueurs oxydatifs protéiques (groupements SH plasmatiques exprimés en pumol/l)
(A) : groupes Bisphénol A ; (B) : groupes Tébuconazole.
Les comparaisons ont été effectuées par rapport aux rats femelles du groupe hypergras (HG).
** différence trés significative, *** différence hautement significative
Les résultats de 1’évaluation des paramétres oxydatifs issus de notre étude indiquent clairement
que le régime hypergras génére un stress oxydatif. Ce dernier est reflété par une augmentation des

taux des MDA, des teneurs des protéines oxydées et par une diminution du pouvoir réducteur total.

Il semblerait que le régime riche en graisse incite la production abusive des ERO (Espéces réactif
d'oxygeéne) d’une part et I’amoindrissement de I’aptitude de défense antioxydante d’autre part. En
effet, 1’altération de la balance oxydant/antioxydant au cours de 1’obésité provoque des dommages
cellulaires, se traduisant, entre autre, par une augmentation de la péroxydation lipidique, 1'oxydation
des protéines et I’augmentation des dommages de I'ADN. L’ensemble de ces altérations conduit a
I’induction d’un stress oxydant systémique (Demarchi et al., 2013 ; Savini ef al., 2013 ; Bonnefont-
Rousselot, 2014 ; Luo ef al., 2015 ; Marseglia et al., 2015). En outre, un récent travail expérimental
mené sur des souris rendues obeéses par un régime hyperlipidique, dévoile que ce régime induit
I’oxydation de 1I’albumine plasmatique et provoque une €lévation des concentrations circulantes des

marqueurs de la peroxydation lipidique. (Yamato et al., 2007).

Dans un deuxiéme temps et comme indiqué antérieurement, 1’exposition au Bisphénol A ou le
tébuconazole associés a un régime hypergras accentuent le déséquilibre oxydants/antioxydants et ce
en les comparant au groupe HG, mais le polluant a lui seul induit un impact négatif plus important
sur les parametres oxydatifs, cela peut étre 1ié au pouvoir accumulateur du tissu adipeux. Il est

effectivement prouvé dans certaines recherches que les protéines hépatiques notamment les
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cytochromes P4501A2 participent a la capture des polluants et pouvaient étre redistribués vers le
compartiment adipeux (Emond et al., 2006 ; Barouki., 2013). D’autre études récentes ont démontrés
que I’exposition orale au Bisphénol A a différentes doses diminuait les activités enzymatiques de la
superoxyde dismutase (SOD), de la catalase (CAT) et les taux du glutathion réduit (GSH) chez les
animaux de laboratoire, alors qu’elle augmentait le niveau des malondialdéhydes (Hassan et al.,
2012 ; Kamel ef al., 2018 ; poormoosavi et al., 2018 ; Acaroz et al., 2019). Ceci corrobore les
résultats de Hassan et al., (2012), ces auteurs prouvent qu’une exposition croissante au BPA sera a
I’origine d’une hépatotoxicité ainsi qu’une diminution des teneurs en GSH, en SOD et en
glutathion peroxydase (GPX). Aussi, il a été démontré qu’une administration croissante du BPA par
voie orale altere la fonction rénale par néphrotoxicité et diminue la teneur en GSH (Kobroob et al.,

2018).

Le tébuconazole quant a lui, induit un stress oxydatif dans le foie et les reins des rats. Une
diminution de la teneur en GSH et I’augmentation de 1’activité des enzymes antioxydants notamment
la SOD et celle de la glutathion -S -transférase (GST) ont été¢ constatées dans 1’étude de Yang et al
(2018). Ce stress pourrait résulter de l'induction des enzymes du métabolisme des xénobiotiques,
comme le cytochrome P4501A2, ces derniéres sont responsables de la production accrue d’especes
réactives de 1'oxygene pendant le processus du bioactivation du tébuconazole. Le statut pro-oxydant
généré ainsi entraine donc une déplétion de la GSH et un recrutement des enzymes antioxydantes

(Sies, 2015).

Parallélement, dans une étude menée par Benothmeén et al., (2018) sur des cellules HCTT116
(cellules tumorales humaines du colon), I’exposition de ces derniéres au tébuconazole entrainait une
peroxydation lipidique révélée par une importante augmentation des concentrations de
malondialdéhyde (MDA) mais aussi une augmentation importante de [’activit¢ des enzymes
antioxydantes, particuliecrement la superoxyde dismutase (SOD) et la catalase (CAT), a été décelée
en réponse a un stress exacerbé et généré par ce pesticide. Cette étude a aussi démontré 1’effet
cytotoxique et génotoxique dont ce pesticide est capable d’engendrer (Schwarzbacherova et al.,
2015). La production des radicaux libres entraine des altérations biochimiques au niveau cellulaire,
telles que ’apparition de cassures au niveau de I’ADN, ou des atteintes de ’intégrité de la membrane
cellulaire par I’induction de la peroxydation lipidique et des altérations au niveau des protéines
(Moffarts et al., 2005). Les basses concentrations des marqueurs protéiques plasmatiques (SH) chez
les rates des groupes HG, BPA, BPAHG, TEB, TEBHG indiquent, en effet, I’oxydation des protéines
par les ERO engendrés suite au traitement des rates par les polluants et le régime hypergras. Ainsi

avec la capacité anti oxydante dépassée, le stress oxydatif prend plus d’ampleur et meéne de ce fait a
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un dysfonctionnement cellulaire et des Iésions tissulaires. Dans une étude effectuée par Bensaad et
al., (2017), le tébuconazole augmentait les biomarqueurs de 1’oxydation lipidique et protéique au
niveau rénal mais diminuait I’activité antionxydante de la catalase. Selon des recherches effectuées
sur des souris les teneurs de protéines carbonylées, marqueurs de 1’oxydation protéique, dans le tissu
adipeux étaient 2 a 3 fois plus élevées chez les souris obeses. Par contre, les concentrations en
glutathions s-transférase GST était 3 a 4 fois plus basses chez ces animaux ce qui a entrainé
I’augmentation des protéines modifiées par le 4-hydroxynonénal (4-HNE), un aldéhyde trés réactif

issu de la peroxydation lipidique des AGPI n-6 (Grimsrud et al., 2007).
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La consommation quotidienne d’un régime hypercalorique contribue a I’amplification de
diverses maladies métaboliques telles que le 1’obésité et les maladies cardiovasculaires, cependant,
d’autres ¢éléments notamment les polluants chimiques de synthése issus du développement intense de
I’activité industrielle, a I’instar des perturbateurs endocriniens et certains pesticides, ont déja été mis
en cause dans de nombreuses maladies non-infectieuses. L’objectif de notre travail consiste a étudier
I’impact de ’interaction entre les polluants environnementaux et le régime hypercalorique sur le
métabolisme biochimique ainsi que la balance oxydative. Cette étude s’intéresse particulierement a
une exposition chronique et a des faibles doses, de 1’ordre de la DJA, au Bisphénol A (BPA), un
perturbateur endocrinien incontestable, ou au tébuconazole (TEB), tous deux introduits dans un
régime hypercalorique pour mimer un scenario d’exposition réaliste. Dans ce but, des rats femelles
de souche Wistar, ont été¢ soumises un régime standard ou hypergras associ€¢s ou non au BPA (50
ng/kg/j) ou au TEB (30 ng/kg/j). Apres 16 semaines d’exposition, les résultats obtenus révelent que
la consommation du régime hypergras (HG) favorise le développement de la masse adipeuse, une
hausse de 25% a ¢ét¢ constatée en comparaison avec le groupe des rats femelles soumises a un régime
standard (groupe contrdle). Cependant, BPA et le TEB accentuent le développement de la masse
graisseuse des rats femelles sous régime HG, celle-ci subit une augmentation de 39 % chez le groupe
sous régime HG et exposé¢ au Bisphénol A (BPAGH) et de 80 % chez le groupe des rats femelles sous
le méme régime et exposé au tébuconazole (TEBHG), versus le groupe controle. Aussi, des
perturbations d’ordre biochimiques (sur la cholestérolémie, I’urémie et la glycémie) ont été mises en
évidence chez les groupes exposés aux polluants avec ou sans régime HG. En effet, I’estimation des
teneurs en cholestérol indiquent des différences tres significatives entre le groupe TEB versus les
groupes HG et BPAHG (0,75 £ 0,01 g/l versus 0,62 + 0,04 g/1 ; 0,74 + 0,01g/1 respectivement). En
revanche, les rats femelles exposées au BPA présentent une augmentation significative du taux du
glucose plasmatique en comparaison avec pratiquement tous les groupes expérimentaux (controle,
HG TEB et TEBHG) a I’exception du groupe BPAHG. Les résultats de 1’estimation des teneurs en
urée révelent une différence significativement tres élevée (p<0,001) chez les rats femelles des groupes
BPA, TEB et TEBHG en les comparant a celles du groupe HG. On constate que les groupes exposés
au BPA ou au TEB présentent des taux plus élevés en urée avec une différence hautement significative
en comparaison avec le groupe controle. Aussi, nos résultats dévoilent un effet délétére remarquable,
des polluants utilisés au cours de cette étude, sur la balance oxydative des rats femelles soumises au
régime hypergars. Ceci est reflété par une augmentation des concentrations plasmatiques des MDA
ainsi qu’une diminution significative du pouvoir réducteur et des marqueurs de I’oxydation protéiques

plasmatiques (les groupements SH). En revanche, le polluant a lui seul induit un impact négatif et
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plus important sur les paramétres oxydatifs chez le groupe des rats femelles sous régime contrdle en

comparaison avec les rats femelles du groupe HG.

L’ensemble de nos résultats indiquent que I’exposition chronique au BPA ou le TEB, seul ou
associée au régime hypergras, et a une dose faible sensée étre une dose journaliére admissible, affecte
I’homéostasie oxydative et influence les taux plasmatiques du cholestérol, de I’urée et du glucose, le
TEB aurait un impact plus accentué sur ces parametres. L’exposition chronique a ce pesticide et
méme a des doses tolérables, pourrait jouer un role dans I’apparition des complications et aggraver
les conséquences associées aux maladies métaboliques. L’ensemble de ces résultats sont
suffisamment convaincants pour tirer la sonnette d’alarme quant a [’utilisation abusive des
perturbateurs endocriniens essentiellement les pesticides. Dans cette optique et dans la continuité de

cette présente étude, il est fort intéressant d’envisager les perspectives suivantes :

» Evaluer I'impact du tébuconazole sur I’activité des enzymes antioxydantes et la
glutathion-S-transférase.

» Evaluer I’influence du tébuconazole sur les paramétres hormonaux tels que les stéroides,
afin de pouvoir apprécier I’effet perturbateur que ce pesticide peut avoir a une dose dite
« stre ».

» Explorer des voies de signalisation impliquées dans I’induction de I’hypertrophie du tissu
adipeux (voies des adipokines et des cytokines inflammatoires, voie de 1’insulino-

résistance).
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Annexe I Répartition des rats femelles Wistar au cours de I’expérimentation

Groupe A SEape R

Régime Hyper Gras
+

Régime Standard
+

. Eau de Boisson Normale
Eau de Boisson Normale

Figure n°01 : les rats femelles du groupe Figure n°02 : les rats femelles du groupe
standard dans des cages individuelles hypergras dans des cages individuelles

Groupe D

Régime Standard
#
Eau de Boisson au BPA.

Figure n°03 : les rats femelles du groupe Figure n°04 : les rats femelles du groupe
hypergras + BPA dans des cages standard + BPA dans des cages
individuelles individuelles

Groupe F

Régime Standard
+

de Boisson au Teb

Figure n°05 : les rats femelles du groupe Figure n°06 : les rats femelles du groupe
hypergras + TEB dans des cages standard + TEB dans des cages
individuelles individuelles



Annexe 11 Doses du TEB et du BPA ingérées par les rats femelles constituant

les différents groupes expérimentaux (TEB, TEBHG, BPA, BPAHG)

Tableau n° 01 : Doses du tébuconazole ingérées par les rates des groupes TEBHG et TEB
pendant toute la période expérimentale (16 semaines) exprimées en pg/kg/j

— Groupes TEBHG TEB
Semaines
Semaine 1 17,38 24,08
Semaine 2 15,85 27,88
Semaine 3 15,75 20,72
Semaine 4 16,78 21,20
Semaine 5 14,55 17,00
Semaine 6 12,98 17,85
Semaine 7 16,51 22,04
Semaine 8 25,40 29,14
Semaine 9 25,42 29,70
Semaine 10 25,74 29,53
Semaine 11 25,81 29,67
Semaine 12 25,43 29,11
Semaine 13 28,75 29,45
Semaine 14 25,60 29,48
Semaine 15 23,58 28,59
Semaine 16 24,93 28,37
Moyenne + ES 21,28 £ 1,75 25,86 £1,18

Tableau n° 02 : Doses du Bisphénol A ingérées par les rates des groupes BPAHG et BPA
pendant toute la période expérimentale (16 semaines) exprimées en ug/kg/j

) Groupes BPAHG BPA
Semaines
Semaine 1 28,18 43,59
Semaine 2 24,59 44,32
Semaine 3 28,26 41,67
Semaine 4 29.40 36,40
Semaine 5 25,14 31,99
Semaine 6 25,56 34,27
Semaine 7 28.95 35.84
Semaine 8 45,46 48,15
Semaine 9 46,14 49,57
Semaine 10 45,77 49,61
Semaine 11 42,89 49,94
Semaine 12 45,27 47,53
Semaine 13 46,31 48,90
Semaine 14 45,89 49,94
Semaine 15 42,99 49,25
Semaine 16 44,83 49,31
Moyenne + ES 37,23 £1,32 44,39 + 1,59
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Annexe IV Fiche technique du dosage de I’urée kit BIOLABO
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Annexe V

Fiche technique du dosage du cholestérol total kit Biomaghreb

Biomaghreb

PRESENTATION

Rl 20111, (360 Tests) Rt 207154600 Tests) Rét 20112 (120 Tests) AL, 20118 (600 Tests)
R1:3x 120ml R1 -6 x100 mi B1:4x30m R1:5x120mi
R2:3flacons (yoph)  R2:SNacons (yophy R2: 4 facoms (lyoph) A2 : 5 flacons (lyoph)
R3:1x5mi R3:2x5mi 3 1x s A3 : 2x 5mi

PRINCIPE
Le cholesterol est mesuré apres hydrolyse enzymatique
puis oxydation. L'indicateur quinoneimine est formé a
partir du peroxyde d’hydrogéne et du amino 4 antipyrine
en présence de phenol et de peroxydase.
Détermination enzymatique selon les réactions
suivantes :

Cholestérol estérase
Esters de cholestérol + H,O ———>Cholestérol+Acides gras

Cholestérol oxydase
Cholestérol + Oy —————- >Cholesténe- 4-one - 3 + Hy,0,
Péroxydase

H0, + Phénol + Amino- 4 - antipyrine—> Quinoneimine rose

La quantité de quinoneimine formée est proprotionnelle
a la concentration de cholesterol.

REACTIFS

Réactif 1 Pipes pH 6.9 90 mmol/
Solution tampon  Phenol 26 mmol/
Réactif 2 Cholesterol oxydase 300 UA
Peroxydase 1250 U/

Cholesterol esterase 300 U/

Amino-4-antipyrine 0.4 mmol/l

Réactif 3 200 mg/di
Standard 2g/
5.1 7 mmol/l

PREPARATION ET STABILITE
Dissoudre le contenu d'un flacon de R2 avec un flacon

de tampon R1.

Le réactif de travail est stable : 1 mois a 20 - 25°C
4 moisa2-8°C

ECHANTILLONS

Sérum

Plasma recueilli sur héparine

MODE OPERATOIRE
Longueur d'onde :
Température :.

505 nm (500 - 550)
.37°C

.......... 1 cm d’épaisseur
Ajuster le zéro du spectrophotomeétre sur le blanc réactif.

CHOLESTEROL

Test enzymatic colorimetrique

(CHOD- PAP)

Blanc | Standard |Echantillon
Standard -- 10 pl --
Echantilion T 1o
Reéactif de travail 1ml 1ml 1ml

Mélanger, lire les densités optiques aprés une incu
bation de 5 min. 2 37° C.
La coloration est stable 30 minutes.

CALCUL
D.O. Echantillon
Cholesterol = —————xn
D.O. Standard
mg/dl : n =200
g/l : n=2
mmol/l : n=517
LINEARITE

La méthode est finéaire jusqu'a 6 /i (600 mg/di-15:4 mmoif):
Si la concentration en cholesterol est supérieure & 6 g/l
diluer I'échantillon au 1/2 avec une solution de NaCl
a 9 g/l et refaire le test. Multiplier le résultat par 2.

VALEURS USUELLES

3,6 a 5,7 mmol/
1,4a22g/
140 a 220 mg/dl

Sérum, plasma

BIBLIOGRAPHIE

Trinder P., Ann. Clin. Biochem. 6, 24 (1969)
Richmond, Clin. Chem. 19, 1350 (1973)
Fasce C.F., Clin. Chem. 18901 (1982)
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Annexe VI Courbe de la gamme d’étalonnage du TEP pour I’évaluation de

la peroxydation lipidique

y=0,0163x + 0,0206
R?=0,9996
1,8

1,4
1,2

0,6

Adsorbance a A= 532
=
o0
°

0,2 ..'.....

0 20 40 60 80 100 120
Concentration du TEP en umol/l

Figure n° 07 : Courbe d’étalonnage de TEP en umol/l



Annexe VII Courbe de la gamme d’étalonnage du FeSO4 pour I’évaluation du

pouvoir réducteur

593 nm

Adsorbance a A

y =0,0022x - 0,0256
R2=0,9961

1,2
1
0,8
® DO
0,6
0,4

0,2 t
=
o **

0 100 200 300 400 500 600
Concentration du FeSO, en pmol/l

Figure n°08 : Courbe d’étalonnage du FeSO4en pmol/l



Annexe VIII Courbe de la gamme d’étalonnage de la N-Acétyl-Cystéine pour

I’évaluation des protéines a groupement SH

y =0,0043x - 0,0117
R?=0,9996

N
\) [0

—
(9]

Adsorbance a A= 412 nm
\.O
wh —
[ ]
®

@
0 100 200 300 400 500 600
Concentration de la NAC en umol/l

[e)

Figure n°09 : Courbe d’étalonnage de la NAC en pmol/l



Annexe IX préparation des tampons

XIII.1. Pour la réalisation du dosage des protéines oxydées (groupements SH)
XIII.1.1. Préparation des tampons phosphate a 0.2 M et 0.05 M

11,411 gde KH2 PO43H20  cevvininiininiiiininiiiinineienannen 11 ml
76,804 g de HoOKO4P™ i 189 ml

a- TP phosphate a 0.2 M :
Ajuster la solution a pH 8

v Conservation a 4°C pendant 1 mois
b- TP phosphate a 0.05 M :

2,85 gde KHa PO4 3HoO cieiiniiiiiiiiieiiniinecnecnncansens 11 ml
1,701 gde HoKO4P™ rriiiiiiiiriiiieniecnsennene 189 ml

Ajuster la solution a pH 8

v Conservation a 4°C pendant 1 mois
EDTA e 0,037 g

XIII.1.2. Réactif ’ELLMAN

DTNB e 0,060 g
Tampon Phosphate 2 0,2 M ..eiiiiiiieiieiiiiiinnienniinnnnnns 15 ml

Solution de la NAC (N-acetyl-cystéine a 1mM)

2 0,0163 g
Eau distillée  iieiiiiiiiiiiiiiiiiinrinee e 100 ml
XIIL2. Pour la réalisation du dosage du pouvoir réducteur

XII.2.1. Préparation de tampon acétate a 30 mmol

Acétate de SOdIUM  .iviieiieiierniierierniintieciesnssasessnsnse 0,24 g
Eaudistillée i 100 ml

La solution est ajustée a pH 3,6 en ajoutant 1,6 ml de I’acide acétique glacial.



Annexe IX préparation des tampons

XIII.2.2. Préparation de tampon Fecl3 a 20 mmol

7o) N 0,324 ¢
Eau diStillée vrrrrriiiinnnnennenseeseesessssssnnnnnes 100 ml

XIII.2.3. Préparation de tampon FeSO4

FeSO4 rririiiiiiiiiitiitittiiieistsatenanns 2,78 g
Fau distillée civiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniinc e 100 ml

XIII.2.4. Préparation de tampon TPTZ a 8 mmol

TPTZ ceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeareeesareessreeessnnaan 0,5¢g
3 () DR 20 ml

XIII.2.5. Préparation de HCL a 36 mmol
S (O B I 7 N 750 pl

Eau diStillEe  viiiiiiiiieeeeeeeneeneennenecscnscnscnncnnnne 250 ml

XIIL.2.6. Réactif FRAP

o< 7 1 75 ml
0 0 /e 7,5 ml
T ) 7,5 ml

XIIL.3. Pour la réalisation du dosage de la peroxydation lipidique

XII1.3.1. Préparation du tampon TBARS

B A iirrtitttttrrreettteetrrnnaeeteetennnnas 0,375¢g
5 0,01¢g
O A iiiiiirttitttttretttteettrnnaeatecetnnnnee 20 g
HCL (IN)  riiiiiiieieeteeeneeceensscccsnssccnnnsccnnnnes 25ml

Ajuster a 100 ml d’eau distillé



Annexe X Matériel expérimentale

Figure n° 10 : Matériel utilisé lors du sacrifice



Annexe XI Impact du traitement sur les organes

Figure n°11 : Impact du régime hypergras sur la prolifération du tissu adipeux

(groupe HG)

Figure n°12 : Impact du régime hypergras sur la prolifération du tissu adipeux

(groupe BPAHQG)



Annexe XI Impact du traitement sur les organes

Figure n°13 : Lésion rénale due a I’exposition au tébuconazole (30png/kg/j chez I’individu n°3
du groupe TEB

Figure n°14 : L¢sion hépatique due a I’exposition au tébuconazole (30png/kg/j chez I’individu
n°1 du groupe TEB



Annexe XII Impact de ’exposition (TEB ou BPA) sur le comportement

des rats femelles

Figure n°® 15 : Lésions cutanées détectées chez les rats femelles (groupe TEBHG)

1 Individu sur 5 du groupe BPA ; BPAHG et TEBHG présentait des 1ésions cutanées auto-
infligées apreés 3 mois de d’exposition au BPA ou TEB associée a une consommation
quotidienne du régime hypergars. Ces Iésions sont probablement dues a des troubles
neuropsychiatriques associés a une perturbation fonctionnelle de la glande surrénale ce qui peut
induire une augmentation du taux sérique de la corticostérone. Il y’a une forte possibilité que
ces polluants peuvent agir sur I’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (Laws et al., 2009 ;
Lan et al., 2015). 1l important de signaler, que les rats femelles blessées ont été prises en
charge par des docteurs vétérinaires de I’Institut des Sciences Vétérinaires, et les plaies ont
disparus apres 10 jours de traitement, aprés cela aucune automutilation n’a été constatée.



Annexe XIII Mécanisme D’action du Bisphénol A

WHEN 8°PA

1S PRESENT

& BPA binds
to and reacts
with the
estrogen receplor

Figure n°15 : Mécanisme d’action du BPA sur I’cestrogéne (Wordpress, 2010).



Annexe XIV Polluants environnementaux

Le tébuconazole

Le tébuconazole est un fongicide systémique de la famille des triazoles connu pour sa persistance
dans I’environnement. Ce fongicide est lipophile et peu soluble dans 1’eau (36 mg/L). Possédant un
risque de volatilisation relativement modéré (KH = 1x10-5 Pa.m3/mol a 25°C), ce composé, solide a
température ambiante, est trés stable a I’hydrolyse et la photolyse. Il est largement utilisé dans le
traitement des bois et principalement utilisé pour le traitement et la protection d’une grande variété

de cultures (céréales, soja, vignes, fruits, Iégumes) contre les rouilles et les fusarioses (younes, 2013).

Ce fongicide est considéré comme modérément toxique avec des DL50 chez le rat de 1,7 g/kg par
voie orale (EFSA, 2008). Toutefois, plusieurs études ont dévoilé son potentiel a risques, notamment
lors d’exposition prénatale, sur le développement de neuropathologies (Moser et al., 2001) ou en tant
que perturbateur endocrinien (Taxvig et al., 2007). Il entraine une diminution de la formation
d’cestradiol et de testostérone et augmente la formation de progestérone, ce qui implique une
inhibition des enzymes impliquées dans la conversion de la progestérone en testostérone. Il agit
¢galement en tant qu’antagoniste du récepteur androgéne conduisant & une féminisation de la
progéniture des rats (Taxvig et al., 2008 : Kjaerstad et al., 2010). Par contre, aucun effet sur les

systéemes immunologique ou de reproduction n’a été constaté dans I’étude de Moser et al. (2001).

Le Bisphénol A

Le Bisphénol A (BPA) est un composé utilisé dans la fabrication de plastique de type polycarbonate
ou dans la composition de résines époxy tapissant I’intérieur des conserves alimentaires et canettes.
I1 est capable de migrer de I’emballage vers 1’aliment. Plusieurs études au niveau international ont
mis en €vidence certaines propriétés dangereuses de cette substance sur la santé, qui a un effet
reprotoxique, cancérogéne et spécialement un effet sur le systéme endocrinien et perturbe la balance
énergétique (obésogéne) chez les rongeurs. (Ivry-Del Moral et al., 2011)

En 2011, 1'Agence de sécurité sanitaire de 1'alimentation (Anses) a notamment publié deux rapports :
l'un relatif aux effets sanitaires du bisphénol A, I'autre a ses usages. Ce travail avait mis en évidence
des effets sanitaires, avérés chez l'animal et suspectés chez 'homme, méme a de faibles niveau
d'exposition. Depuis le ler janvier 2015, I'interdiction du BPA a été généralisée aux conditionnements
directement en contact avec les denrées alimentaires : canettes, boites de conserve et couvercles
métalliques (Magdalaine, 2018).



Résumé

On savait que les substances actives des pesticides a forte dose étaient redoutables pour l'environnement et la
santé, mais les études actuelles soupgonnent méme les faibles doses sensées étre sans effets nuisibles sur la
santé humaine. Cette présente étude s’intéresse a évaluer 1’effet toxique d’un pesticide, le Tébuconazole, a
faible dose, introduit dans un régime hypercalorique pour mimer un scenario d’exposition réaliste. L’effet
toxique de ce fongicide a été comparé a celui du Bisphénol A, un perturbateur endocrinien incontestable et le
plus répandu dans I’alimentation humaine. Les résultats obtenus révélent que 1’exposition au tebuconazole
(TEB) et le bisphénol A (BPA) de maniére concomitante au régime hypergras, accentue le développement de
la masse graisseuse des rats femelles sous régime HG, celle-ci subit une augmentation de 39 % chez le groupe
sous régime HG et exposées au Bisphénol A (BPAGH) et de 80 % chez le groupe des rats femelles sous le
méme régime et exposé au tébuconazole (TEBHG), versus le groupe contrdle. Aussi, des perturbations
d’ordre biochimiques (sur la cholestérolémie, 'urémie et la glycémie) ont ét€¢ mises en évidence chez les
groupes exposés aux polluants avec ou sans régime HG. Aussi, nos résultats dévoilent un effet délétére
remarquable, des polluants utilisés au cours de cette étude, sur la balance oxydative des rats femelles soumises
au régime hypergars. Ceci est reflété par une augmentation des concentrations des MDA ainsi qu’une
diminution significative du pouvoir réducteur et des marqueurs de 1’oxydation protéiques plasmatiques. En
revanche, le polluant (BPA ou TEB) a lui seul induit un impact négatif et plus important sur les parametres
oxydatifs chez le groupe des rats femelles sous régime contréle en comparaison avec les rats femelles du
groupe HG. Cependant, le TEB aurait un impact plus accentué sur ces parametres. L’ensemble de ces données
sont suffisamment probantes pour incriminer le tébuconazole dans I’apparition des complications et d’aggraver
les conséquences associé¢es aux maladies métaboliques.

Mots clés : Tebuconazole, Bisphénol A, pollution environnementale, rat Wistar, stress oxydatif, toxicité
chronique

uaidls

AR o) [l (K1 dasiall g 2ol e 3 jhd il dlle cile jan &y ydiall Colawad) 8 Aladl) o) sl G Gy pmall e S
DAl 3 A5l s Caa ¥l ds e e bl UL (0 5S0 W i) (e il Amiaiall cile ) 8 s 4
2 28 A ) el il il e lae sl o5 50 5S s (e Aaidie Ao ja Al ) &3 ey yladll anal Sl
Y elanall 22l il 5 MY Case 9 63 f J sl il 4 jladl) Clagall 03¢ plud) 53l 45 e a5 28 5l (i el
Jsiiundl 5 (TEB) Jis b sS saill (o y=il) () Lgale gl a3 ) i) (€S ) dae§ 8 ) Ll SV 5408 Jlaa
(HG) 058 Alle dpaa a3 Y o)) il 3 ¢ saall IS 5ty ¢ Ao jall o jie 3132 i ¢ L) e (el 530 (BPA) |
O (e de gana 27 80 5 A (BPAGH) T Jsisianl A jaall HG A sanall 8 7 39 W, saly 3l auad il ¢
Gl ) e sl 2 (gl sl il de saaddl Qe « (TEBHG) O35 S sl Aim yeaall dpaall pudi cad Y
e S pldad o5 b e Dl slall (i i e sana B (pA) 2 S slall bslls e s il SV o) b o
Ol 2kl )51l e il jall sda JMS Faddt el il glall dsale a5l e (o BS3 Ll (Ll (58l
Gledle 5 aall 5 08 8 5 (alads) ) Ayl MDA &3S 550k ) 8 el ey T jie 13 pUail im pay CIGY)
e Laal STy b 58 Glas) e ey (TEB sl BPA) skl g3 s al ali e La 300 (45 s 32S
tes HG A sanse 3 LY )l ae 25 jadl aals 336 allai) dealal) Y1 o)yl de gama 8 30 5all Cilaleall
Dsea 3 U0l sS gt a patl (S Leg dade UL 038 maen el oda e ST il Al 05w TEB glé el
ELY) al a0 Aa pall () gall 85 5 Cilie Liadll

Sl 1A ¢l 5 )y (A e Apans ¢Sl sl of J st ¢J s 30 S st AN LK)



