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Resumé

L’objectif de notre étude consiste a I’évaluation de I’effet protecteur des polysaccharides extraits de I’algue
rouge Alsidium corallinum contre la toxicité induite par un fongicide, le tébuconazole (TEB) sur des rats
adultes. Quelques parametres morphologiques et hématologiques ont été étudiés chez les rats témoins et
traités au TEB associé ou non aux polysaccharides pendant 30 jours. De méme, les paramétres du stress
oxydatif au niveau des érythrocytes ont été déterminés. Ce fongicide a induit une perte du poids corporel et
une perturbation des parametres hématologiques, ainsi qu’une toxicité au niveau érythrocytaire provoquant
un état du stress oxydatif démontré par une peroxydation lipidique et une diminution des activités de défense
enzymatique. Le traitement avec les polysaccharides issus de I’Alsidium corallinum a corrigé efficacement
les perturbations causées par le TEB grace a leurs pouvoirs antioxydants.

Mots - clés : Tébuconazole ; Alsidium corallinum ; Polysaccharides ; Stress oxydant.
Abstract

The present study aims to investigate the protective effects of polysaccharides isolated from the red alga
Alsidium  corallinum  (PS) against tebuconazole (TEB)-toxicity in adult rats. The
animals were divided into four groups: group | were used as controls, group Il treated with TEB (100 mg/kg
B.W), group 11 received TEB and 200 mg/kg of PS, and group 1V received only PS. The TEB-treated group
showed a loss of body weights of rats and a significant decrease in erythrocytes, platelets, hemoglobin, and
hematocrits values. Additionally, superoxide dismutase, glutathion peroxydase and glutathione were
decreased by TEB treatment. While, TEB induces, a significant increase in lipid peroxidation, total white
blood cells, compared to those of controls. PS appeared to be effective against toxicity induced by potassium
bromate, as evidenced by the improvement of the parameters cited above.

Key - words: Tebuconazole ; Alsidium corallinum ; Polysaccharides; Oxidative stress.
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EFFETS CORRECTEURS DES POLYSACCHARIDES DE L’ALGUE ROUGE ALSIDIUM CORALLINUM

INTRODUCTION

Les polysaccharides sont des produits bioactifs,
identifiés comme  étant des  composés
multifonctionnels, avec  plusieurs  activités
biologiques [1]. Au cours de ces dernieres années,
ils ont été largement étudiés en raison de leurs
importantes propriétés chimiques et leurs diverses
activités  biologiques [2,3]. lls sont des
antioxydants efficaces contre la peroxydation des
lipides en piégeant les radicaux initiateurs, en
brisant la réaction en chaine, en décomposant les
peroxydes et en se liant a des catalyseurs
d'initiation de chaine [4]. Grace a leurs activités

biologiques, les polysaccharides peuvent étre
utilisés contre les dégats provoqués par les
pesticides. Ces derniers, particulierement les

fongicides pourraient étre toxiques et causent des
effets néfastes sur la santé et I’environnement. Le
tébuconazole (TEB) est un fongicide connu pour sa
pénétration rapide dans la feuille, puis sa migration
lente et réguliere vers I’intérieur de la plante.
L’exposition de I’Homme au TEB peut se produire
par contact cutané dans les zones rurales ou ce
fongicide est largement utilisé. Il pourrait causer un
stress oxydatif dans de nombreux tissus a travers la
stimulation de la formation d'espéces réactives de
I'oxygene (ERO) [5]. Pour cela, les polysaccharides
sont utilisés pour leurs activités antioxydantes et
antiradicalaires et pour allévier les effets délétéres
du TEB. Dans le présent travail, le processus de
I’extraction des polysaccharides a partir de I’algue
rouge «Alsidium corallinum » a été optimisé puis
les extraits ont été testés pour évaluer leur pouvoir
protecteur contre la toxicité induite par le TEB a
travers I’étude de I’évolution pondérale des rats et
des parametres hématologiques et  du stress
oxydant.

MATERIEL ET METHODES
1.1Matériel végétal

L’algue rouge A. corallinum a été récoltée le mois
de Mars 2018 de la zone de Sidi Mansour, Sfax
(Tunisie).

2.1.1 Traitement

L’algue a été soigneusement lavée a I’eau de
robinet puis mise a sécher au laboratoire a I’abri
des rayons solaires et de la poussiere. Elle a ensuite
été finement broyée et conservée dans des flacons
en plastique, a I’abri de la lumiére et de I’humidité.
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2.1.2 Extraction des polysaccharides

L’extraction est un procédé physique qui permet la
récupération ou la purification d’un composé en
utilisant les différences de solubilités naturelles de
certains liquides. L’extraction des polysaccharides
de notre algue a été réalisee en utilisant la méthode
d’extraction de Liu et al. (2015) avec quelques
modifications.

30 grammes de poudre algal ont été mis avec 900
ml d’eau distillée a une température de 90°C
pendant 3 heures. Le mélange a ensuite été
centrifugé et filtré. 400 ml du filtrat récupéré a été
traité par le chloroforme/éthanol (1V/1V/2V).
Aprés une agitation rigoureuse, la phase organique
a été récupérée puis dépigmentée avec I’acétone
(VIV), puis évaporée et concentrée a I’aide du
ROTAVAPOR. La dialyse a été effectuée avec
I’eau distillée pour éliminer les protéines. L’extrait
déprotéiné a subi enfin une lyophilisation pour
récupérer les polysaccharides.

2.2 Traitement des rats :

Des rats, ayant un poids compris entre 150 et 200
g, provenant de la pharmacie centrale de Tunis ont
été utilisés. Les animaux ont été répartis au hasard
en quatre groupes de six rats chacun :

- Un lot de rats témoins

- Un lot de rats traités pendant 30 jours au TEB
(100 mg/kg de poids corporel) par injection
intrapéritonéale.

- Un lot de rats traités pendant 30 jours au TEB
associé aux polysaccharides extraits de I’algue
rouge Alsidium coralinum a une dose de 200 mg/kg
d’aliment solide.

- Un lot de rats traités pendant 30 jours aux
polysaccharides extraits de I’algue rouge Alsidium
coralinum a une dose de 200 mg/kg d’aliment
solide.

Tous les lots de rats ont été traités pendant trente
jours et ont été pesés chaque jour.

2.3 Sacrifice et prélevements du sang

Tous les rats ont été sacrifiés par décapitation afin
d’éviter le stress. Le sang est prélevé au niveau du
tronc juste aprés leur décapitation. Certains
échantillons ont été centrifugés dans des tubes
héparinés pendant 10 min & une vitesse de 3500
t/min soit 2200 g pour séparer le plasma des
éléments figurés du sang. D’autres échantillons
sanguins ont été prélevés dans des tubes a Ethyléne
Diamine  Tétra-Acétique (EDTA) pour la
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détermination de certains
hématologiques.

Apres détermination de la formule sanguine, les
mémes échantillons prélevés sur EDTA ont été
centrifugés pendant 15 min a 2200 g. Le culot
obtenu a été suspendu dans wune solution
hypotonique (0.9% NaCl+ Tris HCI; PH=7,4) puis
centrifugé. Cette opération de lavage érythrocytaire
a été répétée trois a quatre fois. Apres avoir éliminé
les débris cellulaires par centrifugation pendant 15
min a 3000 g, les hémolysats obtenus ont été
conservés a -80°C pour le dosage de parameétres du

stress oxydant au niveau des érythrocytes.

parameétres

2.4. Détermination de I’hémogramme
(numération formule sanguine : NFS)

Les paramétres hématologiques ont  été
déterminésa I’aide de 2 automates électriques
(Coulter type S880 et Coulter Maxem) : le nombre
de globules rouges, le nombre de globules
blancs, le taux d’hématocrite (Ht), le taux des
plaquettes, la concentration en hémoglobine (Hb) et
le volume globulaire moyen (VGM).

2.5 Détermination des parametres de stress
oxydant au niveau des érythrocytes

2.5.1 Dosage des protéines au niveau des
érythrocytes

La méthode utilise le réactif de Biuret, qui réagit
avec les liaisons peptidiques, et le réactif de Folin,
qui réagit avec les fonctions phénoliques, et par la
suite avec la tyrosine dans les protéines. Sa densité
optique est mesurée a 750 nm.

2.5.2 Evaluation de la péroxydation lipidique

La péroxydation des lipides membranaires est
estimée par la mesure du produit de cette réaction,
le malondialdéhyde (MDA). Celui-ci est détecté
par une réaction colorimétrique a I’aide d’acide
thiobarbiturique (TBA). La réaction au TBA est
une méthode trés sensible qui permet de détecter de
faibles quantités de peroxydes lipidiques et plus
particulierement le MDA libre. Celui-ci réagit avec
le TBA pour former un chromogéne rouge en
milieu acide, dont I’absorption est mesurée par
spectrophotométrie a 532 nm [7].

2.5.3 Détermination de I’activité du superoxyde
dismutase (SOD)

Ce dosage est effectué en utilisant la technique de
Beauchamp et Fridovich [8]. L’activité SOD est
mesurée par sa capacité a inhiber la réduction du
NBT (nitrobleu de tetrazolium) selon une méthode
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indirecte de photoréduction. Dans un milieu
aérobie éclairé, le mélange riboflavine, méthionine
et NBT donne une coloration bleuatre (bleu de
formazan) dont I’absorbance est mesurée a 560 nm.

2.5.4 Détermination de I’activité de la glutathion
peroxydase (GPx)

Le dosage est réalisé selon la technique décrite par
Flohe et Gunzler [9]. La GPx catalyse I’oxydation
de cumene, en présence de GSH, en
hydroxypéroxyde de cumene. En présence de
glutathion réductase (GR) et de NADPH, le
glutathion oxydé (GSSG) est immédiatement
converti sous une forme réduite avec oxydation
concomitante du NADPH en NADP'. La
diminution d’absorbance qui en résulte est mesurée
a 340 nm.

2.5.5 Dosage du glutathion réduit (GSH)

La méthode utilisée est celle d’Ellman [10]
modifiée par Jollow et coll. [11]. Le GSH réagit
avec l'acide dithiodinitrobenzoique (DTNB) pour
former un produit de couleur jaune dont
I’absorbance est mesurée au spectrophotomeétre a
412 nm.

2.6. Présentation des résultats et

statistique

analyses

Les valeurs moyennes sont exprimées avec leur
écart type, représentés sur les figures par un trait
vertical (barre d’erreur). La comparaison des
moyennes obtenues sur 2 modalités de traitement a
été réalisée en utilisant le test t de Student (Excel,
2007). La différence a été considérée significative
au seuil de 5% (p < 0,05).

RESULTATS
3.1Rendement polysaccharidique

Le tableau I ci-dessous montre le rendement
massique de la fraction des polysaccharides de
I’Alsidium corallinum. Le rendement relatif a été
calculé par rapport au poids de matiere seche ayant
servi a I’extraction.

Tableau I : le rendement des polysaccharides aprés

I’extraction
Extrait Masseeng | Rendementeng
Poudre 30 1,263
algale
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3.2Effets des polysaccharides contre la toxicité
induite par le TEB

3.2.1 Parametres morphologiques : Evolution du
poids corporel

La figure 1 présente I’évolution de la masse
corporelle des rats en fonction du temps. Nos
résultats ont montré que chez les rats témoins,

le pourcentage d’augmentation a été de 4%.

Chez ceux traités pendant 30 jours au TEB a une
dose de 100 mg/kg de poids corporel, ils ont
présenté une perte de leur poids (tableau I1).
Concernant les rats traités par le TEB associé aux
polysaccharides, nous avons obtenu un gain de
poids corporel (Figure 1).
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Figure 1 : Evolution du poids corporel des rats témoins, traités durant 30 jours au TEB a raison de 100
mg/kg du poids corporel associé ou non aux polysaccharides de I’algue rouge Alsidium corallinum

Tableau Il : Consommations quotidiennes en aliment solide et en boisson par des rats témoins et traités
durant 30 jours au tébuconazole (100 mg/kg) associé ou non aux polysaccharides extraits de I’algue rouge
« Alsidium corallinum »

Parametres et Témoins TEB TEB+ Polysaccharid
traitements Polysaccharides es
Aliment solide (g/j/rat)
11,65+0,99 | 8,08+1,13* 14,28+3,43 14,72+1,66
Boisson (ml/j/rat)
8,70+2,17 | 6,19+0,80 * 6,98+1,98 * 7,84+2,70

Traités vs témoins * : p<0,05

3.2.2 Etude des paramétres hématologiques :
Numération formule sanguine

Nos résultats ont montré une variation de quelques
paramétres hématologiques chez les rats traités au
TEB, en comparaison avec les rats témoins. En
effet, une diminution du nombre de globules rouges
ainsi que du taux en hémoglobine (Hb), et de
I'hnématocrite (Ht) a été obtenue chez ce groupe
(Tableau I11). Le co-traitement des rats avec les
polysaccharides de [I’Alsidium coralinum a
provoqué un retour du taux de globules rouges a la
normale.

J.I. M. Sfax, N°39; Octobre 21 ; 41 - 47

44

De méme, le nombre de globules blancs chez les
rats traités au TEB a augmenté d’une fagon
significative par rapport a celui des rats normaux. Il
passe de 8,34 10%pl chez les rats témoins & 13,87
10°/ul. Par contre, une diminution significative du
nombre de GB a été constatée chez les rats traités
par ces macromolécules par rapport aux rats traités
seulement par le TEB. Par contre, le hombre de
plaquettes a montré une diminution par le
traitement au TEB. Le co-traitement avec les
polysaccharides a corrigé ce parametre (tableau
1.
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Tableau Il : Hémogramme des rats témoins et traités au TEB (100 mg/kg) associé ou non aux
polysaccharides de I’algue rouge «Alsidium corallinum ».

Paramétreset | GR10%uL | GB 10%uL Hb Plaquettes Ht VGM MCH
traitements g/100ml 10%/mm? % mm?*/GR pg/GR
Témoins 8,59+1,20 8,34+0,22 12,62+1,08 | 1436%10,32 | 47,68+1,7 59,08+1,07 14,12+1,43
0
TEB 8,43+1,22* | 13,87£1,56 | 11,02+1,43 890+12,98 | 43,7+0,64 61,62+0,76 14,65+1,17
(100 mg/kg PC) o * ok *
TEB + poly 8,76x1,58 9,21+2,76 11,6+£1,97 926+25,47 | 43,8+2,45 59,95+0,19 14,65+1,44
*k*k
Poly 8,11+1,84 9,76x2,98 12,23+1,20 | 1098+16,43 | 45,8+2,12 59,75+1,43 14,61+1,82
(200 mg/kg de *x
I’alimentation)

Traités vs ttmoins : * :p<0,05 ; ** : p<0,01 ; *** : p<0,001

3.3.3 Etude du stress oxydatif au niveau des
érythrocytes

. Peroxydation lipidique

Nos résultats ont montré une augmentation des
taux de MDA, indice de peroxydation lipidique,

au niveau des érythrocytes (Figure 3).
L'administration des polysaccharides de I'A.
corallinum a réduit le stress oxydatif induit par le
TEB au niveau des érythrocytes, comme l'a révélé
la diminution remarquable des taux en MDA.

Taux en MDA érythrocytaire
(nmoles/mg protéines)
o k= N W B WU O N 0w

Témoins TEB

TEB+Poly Poly

Figure 3 : Taux de MDA érythrocytaire chez des rats adultes, témoins et traités pendant 30 jours par le
tébuconazole (100 mg/kg) seul ou associé aux polysaccharides. Traités vs témoins : **:p<0,01 ;***:p<0,001

e Activités de la SOD et de la GPx au niveau
érythrocytaire

Nos résultats ont montré, suite au traitement avec le
TEB, une diminution significative de I’activité de
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la SOD et de la GPx (tableau 1V). La co-
administration des polysaccharides extraits de
I’Alsidium corallinum a rétabli efficacement ces
activités enzymatiques.
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e Taux de glutathion érythrocytaire

Le taux de GSH, antioxydant non enzymatique, a
été également perturbé par le traitement au TEB
(Tableau 1V). Nos résultats ont montré une
diminution des taux de GSH

(régulateur redox primaire) a la suite de
l'intoxication au TEB. A l'inverse, les dommages
oxydatifs ont été réduits suite a la supplémentation
des polysaccharides de I’Alsidium corallinum.

Tableau IV : Effets de tébuconazole (100 mg/kg) associé ou non aux polysaccharides sur
les activités de la SOD et de la GPx et le taux de GSH.

Parametres et traitements SOD (U/mg pro) GPx (umoles GSH GSH (pg/ mg pro)
oxydase/min/mg pro)

Termoi

emoins 14,52+0,36 32,17+0,27 82,43+15,68
TEB (100 mg/kg PC)

9,63+0,47** 21,67£0.27*** 47,79+17,31%**

TEB + poly 10,28+0,60 24,65+0,35* 66,23+11,18%*
Poly (200 mg/kg de
|’a|imentati0n) 13,67i0,31 29,32i0,26 72,45i13,46

Traités vs témoins : * : p<0,05 ; ** : p<0,01 ; *** : p<0,001

DISCUSSION

Dans la présente étude, des rats exposés au TEB
pendant 30 jours ont montré une diminution de leur
poids corporel. Selon Kammoun et al. [12], la perte
du poids corporel des rats est due a I'effet toxique
du TEB. La co-administration des polysaccharides
issus de I’algue rouge A. corallinum aux rats traités
par le TEB a amélioré leur poids. Ce gain du poids
pourrait étre expliqué par I’effet nutritionnel des
polysaccharides en tant que des glucides.

Nos données ont également montré des anomalies
au niveau de certains parametres sanguins chez les
rats traités par le TEB. Ainsi, nous avons observé
une diminution  significative du  nombre
d'érythrocytes, des taux en Hb et du pourcentage de
I'hnématocrite (Ht) chez le groupe traité par le TEB.
Ce qui indique, selon des études antérieures,
I’induction d’une anémie monochrome
monocytaire [13]. Cette anémie est définie par la
diminution de la concentration en hémoglobine des
globules rouges. La réticulation et I'agrégation des
produits de radicaux libres induits par la
peroxydation résultent de I'auto-oxydation de I'Hb.
Cette derniére réagit avec le peroxyde d'hydrogene
pour produire un oxydant. Donc, I’Hb dans les
érythrocytes est une source importante de
production de radicaux libres. En effet, quand les
radicaux libres interagissent avec les pesticides au
niveau des globules rouges, particulierement I’Hb,
elles accentuent la formation de radicaux
superoxydes et le peroxyde d'hydrogéne, ce qui
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conduit & une hémolyse [14]. En outre, il y avait
une réduction du nombre de plaquettes. Ceci peut
étre expliqué soit par I’endommagement de la
moelle osseuse qui n’a pas permis de produire
normalement les plaquettes [15], soit par la
perturbation des paramétres hématologiques due au
stress oxydatif probablement généré par le TEB.
Les érythrocytes sont trés sensibles aux dommages
oxydatifs [16]. Dans le groupe traité par le TEB,
l'augmentation du taux en malonaldéhyde (MDA),
indiqgue une hémolyse intravasculaire. Ainsi, la
diminution de la fluidité de la membrane peut étre
due au processus d'oxydation ce qui provoque une
hémolyse de la membrane [17]. Ces résultats ont
montré que ce fongicide induit un stress oxydatif
marqué par la génération de radicaux libres
capables d’oxyder et d’endommager la membrane
lipidique. D’autre part, l’augmentation de la
peroxydation lipidique induite par le TEB a été
attribuée, selon Leiphon et Picklo [18], a
I’inhibition directe de ce fongicide de I’activité des
aldéhydes déshydrogénases de types ALDH2 et
ALDHS5A. Ces deux enzymes mitochondriales sont
impliquées dans la détoxification des produits de
peroxydation lipidique.

Pour mettre en évidence les mécanismes sous-
jacents de la toxicité induite par le TEB, le statut
antioxydant dans les érythrocytes a été évalué. Il y
avait une diminution des activités de la SOD et de
la GPx. La SOD est considérée comme la premiére
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ligne de défense contre les effets délétéres des
radicaux dans la cellule en catalysant Ila
dismutation des radicaux superoxydes en peroxyde
d'hydrogénes et en oxygene moléculaire. Nos
résultats ont montré de faibles taux en GSH dans le
groupe traité au TEB. Le GSH peut agir comme un
anti-oxydant non enzymatique par l'interaction
directe du groupement thiol avec les ERO ou il

peut étre impliqué dans la réaction de
détoxification enzymatique, en tant que cofacteur
[19].

Dans notre étude expérimentale, I'administration
des PS a un effet protecteur puissant contre
I’hématotoxicité et le stress oxydatif induit par le
TEB au niveau des érythrocytes. Ceci est reflété par
une amélioration des paramétres hématologiques
(nombre des érythrocytes, taux en Ht, Hb, fragilité
osmotique). Les globules blancs ont également été
réduits par l'administration des PS. Ainsi, nos
résultats pourraient suggérer un effet anti-
inflammatoire des PS. Nos résultats ont montré
également, une diminution significative des taux de
MDA et I’élévation de l'activité des enzymes
antioxydantes et des taux en glutathion. La
supplémentation des PS semble donc avoir un effet
antioxydant et antiperoxidatif, d’ou le réle potentiel
de ces macromolécules dans la défense contre les
radicaux libres [20].

CONCLUSION

Nos résultats ont montré des perturbations
provogquées par le TEB. Le traitement par les
polysaccharides a entrainé des corrections des
effets délétéres induits par ce fongicide. Les
polysaccharides issus de [I’Alsidium corallinum
représentent  une  source  précieuse  de
protection qui ouvrira la voie pour des applications
futures.
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