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ABSTRACT

The objective of this work is to highlight the toxic effects of two doses of Imidacloprid
(5 & 50mg/kg/day) for 40 days at the renal level and we have carried out the experimental
application on “Wistar” type rats as an animal model of experimentation. Our experiments
have targeted several basic areas of experimentation; start with the work of cell enzymes and
cell death.

Our study is divided into three important axes of study, studies of the parameters of
oxidative stress (MDA, GSH, GPX, GST), biochemical parameters (Urea (g/l); Creatinine
(mg/l); Uric acid (mg/l)), morphology parameters (relative organ weight %). Our results
show that Imidacloprid causes harmful effects on the body resulting by an increase in the
activity of biological indicators of oxidation and decrease antioxidant enzymes in kidney cell
juices compared to controls. And the intensity of toxicity increases with increasing dose, and
this is what the results showed between the two doses 5 and 50 mg/kg/day. All of these

parameters are signs of possible nephrotoxicity.

Keywords: Wistar Rats, Oxidative Stress, Neonicotinoids, Imidacloprid.



Résumeé

L'objectif de ce travail est de mettre en lumiére les effets toxiques de deux doses
d’Imidaclopride (5 & 50 mg/kg/jour) Pendant 40 jours au niveau rénale et nous avons
procédé a I’application expérimentale sur des rats du type « Wistar » comme modele animal
d’expérimentation. Nos expériences ont ciblé plusieurs domaines d'expérimentation de base, a

commencer par le travail des enzymes cellulaires et la mort cellulaire.

Notre étude est divisée en trois importants axes d’études, études des parametres de
stress oxydatif (MDA, GSH, GPX, GST), parametres biochimiques (Urée (g/l) ; Créatinine
(mg/l) ; Acide urique (mg/l)), paramétres morphologies (Poids relative d’organe %). Nos
résultats montrent que L'imidaclopride provoque des effets nocifs sur I'organisme se traduit
par une augmentation de I'activité des indicateurs biologiques d'oxydation et une diminution
des enzymes antioxydants dans les sucs cellulaires des reins par rapport aux témoins. Et que
I’intensité de toxicité augmente avec I’augmentation de la dose, et c’est ce que les résultats

ont montré entre les deux doses 5 et 50 mg/kg/jour.
L’ensemble de ces paramétres sont des signes d’une éventuelle Néphro-toxicité.

Mots clés: Rats Wistar, Stress Oxydant, Néonicotinoides, Imidaclopride.
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INTRODUCTION

Introduction

Les pesticides contiennent des substances biologiquement actives qui agissent sur
les étres vivants, d’ou les tests approfondis dont ils font normalement 1’objet pour déterminer
leurs effets sur I’homme et sur I’environnement. Les néonicotinoides, qui figurent parmi les
insecticides synthétiques les plus utilisés au monde, visent ainsi le systeme nerveux central
des insectes (Errante, 2013). lls constituent une classe d’insecticides en pleine expansion
malgré la mise en cause de leur éventuelle écotoxicité, notamment sur des insectes
pollinisateurs (abeilles) (Yves, 2013). L’enjeu économique qu’ils représentent est important
pour les industriels, notamment pour les trois molécules pour lesquelles est demandé le
moratoire, parmi lesquelles figure le thiaméthoxame produit par la firme Syngenta (Errante,
2013).

Les néonicotinoides sont des analogues synthétiques de la nicotine, utilisée depuis
des siécles comme insecticide. Les néonicotinoides sont des neurotoxiques: leur cible est le
récepteur post-synaptique a I’acétylcholine dont le blocage induit paralysie et mort de
I’insecte (Thany, 2010). Les néonicotinoides sont homologués en agriculture dans plus de
120 pays. Leur chef de file est I’imidaclopride : commercialisé¢ pour la premiére fois en
France depuis 1994, il est a ce jour I’insecticide le plus vendu dans le monde (Testud, 2014),
est considéré comme un remplagant possible pour 1’organophosphoré diazinon, est utilisé
dans le monde entier pour les insectes nuisibles et la lutte contre les puces chez le chat et le
chien (Lohiya et al., 2017).

L’imidaclopride,  (IMI)  [1-(6-chloro-3-pyridylmethyl)-N-nitroimidazolidin-2-
lideneamine), est un insecticide néonicotinoide qui était largement utilisé dans le Monde
(Chao et Casida, 1997 ; Demsia et al., 2007).Depuis sa mise sur le marché au début des
années 1990 par la société « Bayer », divers problémes affectant les colonies d’abeilles lui
ont été associés. En Algérie, I’'IMI est utilisé sur les cultures. Maraicheres, les arbres fruitiers
et méme les plantes d’ornementation (Djouber, 2011).

Les reins sont des organes qui font partie de 1’appareil urinaire. L’une de leurs
fonctions principales est de maintenir I’homéostasie de 1’organisme. Ils participent également
a la régulation de I’équilibre acido-basique, a I’élimination des produits terminaux du
métabolisme (par exemple : urée, acide urique) et des substances étrangeres (par exemple :
médicaments, toxines) mais aussi & la conservation simultanée des composants essentiels

comme le glucose ou les acides aminés. Enfin, les reins possédent de véritable fonction



INTRODUCTION

endocrine puisqu’il synthétise des facteurs hormonaux agissant sur lui-méme ou sur des
organes cibles (Vaubourdolle, 2007).
Néphro-toxicité de L’imidaclopride en utilisant un mod¢le animal, le rat Wistar. Les
objectifs de ce travail sont les suivants :
» Déterminer I’effet toxique de I’imidaclopride sur les reins (poids relatif).
> Déterminer quelques paramétres de stress oxydatif : (MDA, GSH, GST, GPX) et
parametres biochimiques (Urée (g/l) ; Créatinine (mg/l) ; Acide urique (mg/l))

Donc notre problématique de recherche consiste a démontrer la toxicité¢ d’imidaclopride
chez les rats a deux doses admissibles 5 et 50 mg/kg/jour au niveau de reins.

Pour répondre a cette problématique une étude bibliographique a travers une analyse
des articles était consacrée a la demonstration de I'impact des pesticides. Dans le méme but
une expérimentation était menée et des protocoles expérimentaux adoptés dans le souci de
bien ciblé les biomarqueurs toxicologiques et biochimiques qui nous permettent de

comprendre la réalité toxique de la néonicotinoide (Imidaclopride)
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1. Généralité

1.1. Morphologie générale

Les reins sont deux organes localisés dans la partie postérieure de I'abdomen, de part et
d'autre de la colonne vertébrale. Chaque rein mesure environ 11 cm de long, 6 cm de large et
a une épaisseur de 3 cm, et est relié a I'artére aorte et a la veine cave inférieure par l'artére et la
veine rénale. Topographiquement, les reins ne sont pas exactement symétriques. Le rein droit
est situé plus bas, le rein gauche souvent un peu plus volumineux et un peu moins large et
plus allongé (Pellet, 1977).

veine

artere :
réenale

rénale

] \ veine cave

‘ inférieure rein gauche

rein droit

Figure 01 : structure macroscopique des reins. (Pellet, 1977).
1.2. Aspect macroscopique
On distingue :
e Une zone périphérique, foncée, granuleuse, c’est la zone corticale, ou cortex du rein
qui prolonge en direction du hile par des travées convergentes : les colonnes de Bertin.
e Une zone centrale, plus claire, striée longitudinalement, occupe les espaces compris
entre les colonnes de Bertin : c’est la zone médullaire cette zone possede 8 a 12
pyramides striees appelées pyramides de Malpighi, dont le nombre varie entre especes.
La base de ces pyramides est recouverte par le cortex alors que le sommet de chaque

pyramide se projette vers le centre du rein donnant le calice mineur .Chaque calice
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mineur collecte 1’urine D’une pyramide, et converge pour former les calices majeurs qui

forment a leur tour le bassinet qui se jette dans 1‘uretére (Lullmann et al., 1998).

capsule fibreuse

parenchyme | cortex
(tissu) | medulla

pyramide de
Malpighi

papille rénale

colonne de

Bertin
— uretere

Figure 02 : Vue macroscopique de rein Lullmann et al., 1998).
1.3. Aspect microscopique
Le parenchyme rénal est essentiellement constitué par un trées grand nombre
d’unités anatomiques appelées néphron, il comporte deux parties physiologiquement et

anatomiquement distinctes : un glomérule et un tubule (Pellet, 1977).

« Le glomérule est un réseau de petits vaisseaux sanguins, les capillaires, entourés d'une
structure appelée capsule glomérulaire, qui sert de filtre. Dans le glomérule, La
membrane basale du capillaire délimite deux espaces : 1’un situé¢ en dedans, appelé
espace endocapillaire ou endomembraneux ; I’autre situé en dehors, appelé espace
extracapillaire ou extramembraneux (Magali et al., 2008).

Le tubule se subdivise en trois parties fonctionnelles :

« Tubule proximal : situé apres la capsule de Bowman et avant I'anse de Henle il participe
a la réabsorption de certaines substances. L'anse de Henle c’est la section du néphron
conduisant du tubule proximal au tubule distal. Elle est responsable en grande partie de
la concentration des urines, ceci avec l'urée.

« Tubule distal sa partie contournée est en contact avec l'artériole afférente de son

néphron au niveau d'une structure appelée I'appareil juxtaglomérulaire. C'est a ce niveau
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que se fait la sécrétion de rénine, hormone phare du contrdle de la tension artérielle par
le rein.
Tubule collecteur qui représente la portion droite terminale du tubule contourné distal
(Blanchard,2008).

: Capsule ce
Tubdle proxima  gowman  Tubule distal

Glomérua\

Figure 03 : Segmentation anatomique et fonctionnelle du néphron (Klein, 2009)

2. Fonctions rénales
Le role vital des reins est intimement lié a leur fonction dans I’homéostasie du
milieu intérieur, permettant de protéger les cellules vis-a- vis des conséquences des
variations environnementales de I’organisme (Lullmann et al., 1998).
Le rein exerce plusieurs fonctions vitales :
e Filtration glomérulaire : forme la premicre étape dans la formation de 1’urine. Le
plasma filtre au travers du glomérule vers I’espace de Bowman selon un débit de

filtration dans les capillaires glomérulaires (Bangert et Steven, 2004).
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e Réabsorption et sécrétion tubulaire : les glomérules filtrent par jour 180 litres de
fluides dépourvus de protéines mais contenant de nombreux électrolytes et
produit de déchets (Pellet, 1977).

e Epuration du milieu intérieur : élimination des déchets (urée, ammoniaque), des
toxiques (substances médicamenteuses) et des fluides en exces dans l'organisme.

e Contr6le et maintien de I'equilibre en certains minéraux et électrolytes : sodium,
potassium, calcium, phosphore, etc. (Marchall et Bangert, 2004).

e Maintien de I'équilibre acido-basique de I'organisme (concentration en ions (H+).
IIs remplissent cette fonction grace a une réabsorption de bicarbonates et une
élimination active de protons (Blanchard, 2008).

e RoOle endocrine : sécrétion de plusieurs hormones, parmi lesquelles la rénine, qui
participe au maintien la tension artérielle. Ainsi, le rein produit les
prostaglandines E et les prostacyclines (Bangert et Steven. 2004).

e Activation de la synthese de la vitamine D, qui permis l'absorption du calcium
D’origine alimentaire par I’intestin et son utilisation dans la structure des os.

e Fonction hématopoiétiques : le rein est le principal effecteur du controle de
L’érythropoi¢se. Un état d’hypoxie consécutif par exemple a une baisse du
nombre des hématies, entraine la sécrétion par le rein de 1’érythrogénine cette
enzyme active immédiatement un facteur plasmatique : 1’érythropoiétine qui
stimule la production d’hématies par la moelle osseuse (Marchall et Bangert,
2004).

3. Les Rats
3.1. Généralité

On appelle rat de laboratoire des souches ou lignées de rats sélectionnées et élevés et
reproduits pour les besoins de I'expérimentation animale en laboratoires, ou parfois pour les
lecons d'anatomie et de dissection (George, 2000).

Le rat WISTAR est un rat albinos non consanguin. Cette race a été developpée a
I'Institut WISTAR en 1906 pour la recherche biologique et médicale, Plus de la moitié de
toutes les souches de rats de laboratoire descendent de la colonie originale établie par le
physiologiste Henry Donaldson, l'administrateur scientifique Milton J. Greenman, et la

chercheuse en génétique / embryologiste Helen Dean King (Site 3).
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En toxicologie et en pharmaco toxicologie, le Rat WISTAR est devenu une espece de
choix en raison des similarités métaboliques avec l‘espece humaine. il est un Omnivore
Opportuniste qui se caractérise par sa téte large, ses longues oreilles et sa longueur de queue
toujours inférieure a la longueur de son corps (35 a 50 cm avec la queue, longueur de la queue
de 17 a 23 cm) et d’un poids de 150g & 500g avec une moyenne autour de 300g pour les
femelles, et 250 a 15009, avec une moyenne de 450g a 500g pour les males, sa nature
relativement docile, sa faible longévité (2 — 3 ans), et sa courte période de gestation (21 a 23
jours) ( Descat, 2002).

Figure 04: Rat Wistar (George, 2000)

3.2. Classification

TableauO1 : Classification de rat (Descat, 2002)

Sous

L‘embranchement | Classe Ordre Sous- ordre | Famille famille
o Mammiferes | Rongeurs | Myomorphes | Muridés o

Vertébré Murides

On distingue quatre grandes variétés de souches : les souches consanguines, les
souches non consanguines, les hybrides de premiére génération et les souches mutantes. Il
existe au total plus de 1400 souches et sous-souches répertoriées et utilisees en recherche
biomédicale (Descat, 2002).

3.3. Utilisation en recherches scientifique
Apres la souris d'experimentation, le rat est le mammifere d'expérimentation le plus
utilisé comptant pour a peu pres 20 % du nombre total de mammiferes utilisés en recherche
(Festing, 1979).
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Depuis les quatre-vingts dernieres annees, le rat a été utilisé dans presque tous les
aspects de la recherche biomédicale et comportementale et de la toxicologie. Les mutations
génetiques et la sélection ont produit de nombreux modeles de recherche extrémement
valables dont nous donnerons des exemples & I'item trois Sélection. Une publication récente
sur les applications en recherche biomeédicale donne une liste de domaines de recherche dans
lesquels le rat est largement utiliseé et particulierement utile: toxicologie, tératologie,
oncologie expérimentale, gérontologie expérimentale, recherche cardiovasculaire,
immunologie, recherche dentaire, immunogénétique et parasitologie expérimentale (Baker et
al., 1980).

Les cultures cellulaires représentent actuellement la plus grande partie de ce qu’on
appelle « méthodes alternatives » a 1’expérimentation animale. Elles sont utilisées pour le
criblage de nouvelles molécules, pour I’étude de la toxicité organospécifique en complément
de I’expérimentation animale et pour les études sur le mécanisme d’action des Xénobiotique.
Cette présentation avait pour but de montrer, a partir d’exemples, en quoi elles pouvaient
apporter des réponses aux questions posées par la pharmacologie et la toxicologie ainsi que

les limites de leur utilisation (Stal, 2006).

4- Stress oxydatif

Dans les systemes biologiques, le stress oxydatif se définit comme un déséquilibre de
la balance oxydants/antioxydants en faveur des oxydants, entrainant des dommages cellulaires
(Atamer et al., 2008).

Il se développe lorsque les radicaux libres (molécules oxydantes) sont produits plus
rapidement qu'ils ne peuvent étre neutralisés par les systemes de défense antioxydants. Ce
déséquilibre peut avoir diverses origines, telles que la surproduction endogéne d’agents pro-
oxydants d’origine inflammatoire (Picchi et al., 2006).

4.1. Sources de stress oxydant

Un déficit nutritionnel en antioxydants ou méme une exposition environnementale a

des facteurs prooxydants (tabac, alcool, médicaments, rayons gamma, rayons ultraviolets,

pollution atmosphérique, métaux toxiques) (Valko et al, 2006).
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Tableau 02 : Sources de stress oxydant endogénes et exogénes (Haleng et al, 2007)

Mode de vie Environnement Mécanismes biochimiques
Tabagisme Pollution Xanthine-oxydase
Faible consommation Ozone (ischémie-reperfusion)
en fruits et légumes Amiante Inflammation
Alcool Radiations Altération de la fonction

Médicaments

Pilule contraceptive
Exposition au soleil
Exercice  intenseou

mal géré

Contacts avec des
substances

cancérogenes

endothéliale
Surcharge en fer
Oxydation de
I’hémoglobine

Altérations mitochondriales

« Biosynthése des prostaglandines
* Interventions chirurgicales
(Circulation extracorporelle,

transplantations)

4.2- . Les Radicaux libres

Les radicaux libres sont des espéces chimiques (atomes ou molécules) possédant au
moins un électron célibataire (ou non apparié) sur leur couche externe. Ils sont en général trés
réactifs et instables (Gilbert, 2000).

Les radicaux libres impliquant un ou plusieurs atomes d'oxygene se nomment especes
réactives de I'oxygeéne (ROS). L'anion superoxyde (02.-) est la forme primaire des ROS, et est
formé par l'addition d'un électron a l'oxygene moléculaire (O2). L'anion superoxyde peut
ensuite étre converti en ROS secondaires tels que le radical hydroxyle (*OH), le radical
peroxyle (ROO¢) ou le peroxyde d'hydrogéne (H202). Ce dernier n'étant pas un radical libre
puisqu'il ne contient pas d'électrons non appariés, mais se révéle tout de méme réactif. Les
radicaux libres impliquant plutét un atome d'azote se nomment espéces réactives de l'azote
(RNS). Parmi ces molécules, il y a le monoxyde d'azote (NO¢) et le péroxynitrite (ONOO-)
(Tremellen, 2008).
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Les radicaux libres jouent un réle essentiel dans certaines fonctions biologiques telles
la phagocytose, la régulation de la croissance cellulaire et des signaux intercellulaires et la
synthese d'importants composés organiques (Ignarro, 2002).

Cependant, en concentrations élevées, ils deviennent hautement cytotoxiques en
engendrant diverses altérations biochimiques intracellulaires telles que 1’oxydation de I’ADN
(Loft et al., 2008), des protéines (Davies, 2003), ou encore la peroxydation des lipides
(Spiteller et al., 2007).

le‘

CI' ,MPO
‘)/( SOD, Vit C
peroxyde d' h},drcwene

anion superoxyde

O > (oxygene fondamental)

acide hypochloreux

Fe,Cu (eau de javel)
(mﬂmi’e Vit C, flavonoides,
% GSH
ferritine, transferrine, %
agents chélateurs
i uh(, 1l hydroxyle

\ _ I|poperoxydes
oxygene singulet acide urique, Vn‘ C, GSH

fB-caroténe, lycopéne Vit E, Se-GPx, ubrqmrwne

Figure 05: les différentes espéces oxygénées activées (EOA) et des antioxydants

régulateurs de leur production (Haleng et al., 2007).

4.3. Le systeme antioxydant enzymatique

Ce systéeme est principalement composé des superoxydes dismutases (SOD), des
catalases (CAT), des glutathions peroxydases (GPx) (Higashi et al., 2009).

4.3.1. Les superoxydes dismutases (SOD)

Ces metalloprotéines, qui représentent une des premieres lignes de defense contre le
stress oxydant, assurent 1’élimination de I’anion superoxyde O2e- par une réaction de
dismutation, en le transformant en peroxyde d’hydrogéne et en oxygene. Chez I’homme, on
décrit 3 isoenzymes : la Cu/Zn-SOD1 cytosolique, la Mn-SOD2 mitochondriale et la Cu/Zn-
SOD3, qui different par la localisation chromosomique du gene, leur contenu métallique, leur
structure quaternaire et leur localisation cellulaire. (Haleng et al., 2007).

10
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4.3.2. Les glutathion peroxydases (GPx)

La GPx est une sélénoprotéine (cing isoformes) qui réduit les peroxydes aux dépens de
son substrat spécifique, le glutathion réduit (GSH). Son réle principal consiste en
I’¢limination des peroxydes lipidiques résultant de 1’action du stress oxydant sur les acides
gras polyinsaturés.

La GPx est effondrée en cas de déficit majeur en sélénium, elle est donc un bon reflet
de cette carence. Toutefois, pour un apport adéquat en sélénium, les teneurs en GPx atteignent
un plateau. Le dosage en GPx ne peut donc étre utilis€ comme marqueur d’une intoxication en
sélénium. Cependant, sa synthése étant rénale et hépatique, d’autres facteurs tels que
I’insuffisance rénale ou la cytolyse hépatique peuvent modifier sa concentration. (Haleng et
al., 2007).

4.3.3. La catalase (CAT)

Enzyme héminique ubiquitaire située a I’intérieur des globules rouges, elle élimine
H202 par dismutation qui se fait en deux étapes (Bensakhria, 2018)

¢ Catalase + H202 — Catalase H202
¢ Catalase H202 + H202 — Catalase + H20 + O2

4.3.4. Le glutathion -S-Transférase (GST)

Les glutathion-S-transférases appartiennent a une famille d’enzyme multifonctionnelle
essentiellement cytosolique, impliqués dans le transport et la biosynthese intracellulaire, elles
catalysent des réactions de conjugaison entre un peptide endogene, le glutathion, et des

molécules réactives comportant des sites électrophiles (Fetoui et al., 2010).

4.4. Le systeme antioxydant non-enzymatique

Contrairement aux enzymes antioxydants, la plupart des antioxydants non enzymatiques
ne sont pas synthétisés par I’organisme et doivent étre apportés par 1’alimentation. Dans cette
catégorie, nous retrouvons le glutathion réduit (GSH), la vitamine C et aussi les oligoéléments
(Vertuani et al., 2004)

4.4.1. La glutathion GSH

Est un cofacteur de I’enzyme GPx. C’est un tripeptide naturel, la L-y-glutamyl-
Lcystéinylglycine hydrosoluble (cytoplasme, noyau, mitochondries) dont le GSH constitue
90% de sa teneur totale.

Le glutathion est le cofacteur de nombreuses enzymes antioxydants (GPx) il permet la
réduction protéines oxydees par conjugaison aux espéces électrophiles selon les réactions

suivantes :

11
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* GSH +R°— GS° +RH
* GS°+ GS°— GSSG
Le glutathion permet I’élimination des especes OH°, 102 par interaction directe.

L’interaction GSH - 4-HNE conduit a la formation d’adduits non toxiques (Bensakhria,
2018).

4.4.2. Lavitamine C

La plupart des mammiferes sont capables de synthétiser la vitamine C dans leur foie ou
dans leurs reins. Ce n’est pas le cas de I’homme qui doit assurer un apport journalier
d’environ 100 mg via une alimentation riche en fruits. La vitamine C est, avant tout, un
excellent pi¢geur des EOA (HO- ou O2¢-). Elle inhibe également la peroxydation lipidique en
régénérant la vitamine E a partir de la forme radicalaire issue de sa réaction avec des radicaux
lipidiques. Ses fonctions sont nombreuses : contribution au bon fonctionnement du systeme
immunitaire, implication dans la synthése du collagéne et des globules rouges ainsi que dans
les mécanismes de métabolisation du fer (Haleng et al ., 2007).

4.4.3. Les oligoéléements

Des oligo-éléments participent également a la défense de 1’organisme en permettant aux
systemes anti-oxydatifs protecteurs d’étre constamment actifs pour faire face au stress
oxydatif Certains oligo-éléments sont nécessaires a I’activité d’enzymes qui vont lutter contre
ce stress oxydatif. Parmi ces systemes enzymatiques anti-radicalaires, on trouve notamment
les superoxydes dismutases a cuivre et a zinc, ou a manganese et les glutathion peroxydases
séléno-dépendantes. Ainsi, le cuivre, le zinc, le manganése et le sélénium sont appelés oligo-
éléments antioxydants (Favier, 2006).

5. Les conséquences biologiques du stress oxydant

» Seront extrémement variables selon la dose et le type cellulaire (Favier, 2003).

> De légers stress augmenteront la prolifération cellulaire et I'expression de protéines
d'adhésion, des stress moyens faciliteront I'Apoptose, alors que de forts stress
provoqueront une nécrose et des stress violents desorganiseront la membrane
cellulaire, entrainant des lyses immédiates (Favier, 2003).

» De nombreuses autres anomalies biologiques sont induites par le stress oxydant:
mutation, carcinogenése, malformation des fcetus, dépot de protéines anormales,
fibrose, formation d'auto-anticorps, dépdt de lipides oxydés, immunosuppression

(Favier, 2003).

12



Chapitre 2

Geénéralités sur les pesticides




Chapitre 2 : Généralités sur les pesticides

1. Définition
Le terme pesticide regroupe toute substance destinée a repousser, détruire ou combattre
les ravageurs, les vecteurs des maladies humaines ou animales, et les especes indésirables de
plantes ou d'animaux causant des dommages ou se montrant nuisible durant la production, le
stockage, le transport des produits agricoles, ou qui peut étre administrée aux animaux pour
combattre les insectes, les arachnides et d'autre parasites dans ou sur leur corps. (Ait Hamlet,

2013; Inserm, 2013; OMS, 1991; Dorothée, 2011; Calvet, 2005).

Figure 06 : pesticides (site3)

2. Classification
Les pesticides peuvent étre classés en fonction de leur cible et de leur groupe chimique.
(Gasmi, 2018).
2.1.  Classements selon les cibles
Ce sont le plus souvent classeés en fonction du ravageur visé.

Tableau03 : Classification des pesticides selon les cibles (Rousseau, 2007).

Les Pesticides Les cibles
insecticides Insectes
larvicides Larves
herbicides plantes indésirables
fongicides Champignons
molluscicides Mollusques
hélicides Escargots
rodenticides Rongeurs
corvicides Oiseaux
Termicides Termites

13
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2.2.

Classement selon le groupe chimique

Les pesticides sont parfois aussi classés en fonction de leur substance active, autrement

dit leur groupe chimique. On peut ainsi parler de pesticides organochlorés, de pesticides

organophosphorés, de carbamates, de pyréthrinoides ou encore de triazinesles phtalimides, les

chlorantraniliproles , les flubendiamides et les cyantraniliproles (Garcia et al., 2012).

Les trois principales familles sont :

e Les organochlorés (OC) : sont les premiers insecticides synthetisés et utilisés a une

plus grande échelle (Lanoixet Roy, 1976). Ils sont composés de carbone, d’hydrogéne
et de chlore (Periquet et al ., 2004).

e Les carbamates: sont des esters dérivés de 1’acide carbamique, utilisés autant

qu’insecticides, fongicides, herbicides et nématicides (Periquetetet al., 2004 ;
Garcia et al., 2012).

e Les organophosphorés (OP) : sont des composés possédant au moins un atome de

phosphore (P) , ils constituent le plus grand groupe d’insecticides vendus dans le

monde (Hatcheret al., 2017).

3. Dynamique environnementale des pesticides

Malgré un souci croissant de protection de 1’environnement, lors de 1’utilisation des

pesticides, une certaine quantité de ces substances se retrouve dans I’environnement,

principalement dans 1’air par dérive sous forme de gouttelettes ou sur le sol. (Wolfe, 1990).

Ils peuvent alors étre soumis a différents processus :

La photo-dégradation.

La dégradation par le phénoméne d’hydrolyse aqueuse ou de biodégradation
grace aux micro-organismes présents dans le sol.

La rétention dans le sol jusqu’a la formation de résidus liés (adsorption)

Le transport vers d’autres compartiments environnementaux par des processus
physicochimiques (volatilisation) ou via un vecteur, I’eau par lixiviation ou

ruissellement ou les particules de sol (désorption) (Van Der Werf ,1996)
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Figure 07 : Les processus impliqués dans le devenir des pesticides dans les sols

conditionnent eur disponibilité et, par conséquent, leur efficacité phytosanitaire ou la

manifestation de leur caractere polluant (Barriuso et al .,

4, Mode d’action des pesticides

1996)

Les substances actives des pesticides agissent sur les fonctions physiologiques

nécessaires a la survie de 1’organisme (photosynthése, reproduction, respiration) inhibiteurs

respiratoires.

Tableau04: Mode d’action de trois grands groupes des pesticides (El_Mrabet et

al. ,2007).

Insecticides Fongicides Herbicides
Interviennent en Peuvent agir Posséedent différents
éliminant les insectes ou en | differemment : modes d’action sur les

empéchant leur - Soit en inhibant le | plantes, ils peuvent étre :
reproduction. systeme respiratoire ou la -des perturbateurs de la
Différents types | division cellulaire. régulation d’une hormone
existent : - Soit en perturbant la | « auxine » (des inhibiteurs de

- Les neurotoxiques.

- Les régulateurs de
croissance.

- Ceux agissant sur la

respiration cellulaire.

biosynthéese  des  acides
aminés, des protéines ou le

métabolisme des glucides.

la division cellulaire, de la

synthese des lipides, de
cellulose ou des acides
aminés
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5. Intérét d’utilisation des pesticides

5.1. Dans le monde

L’usage des pesticides a connu un trés fort développement au cours des
derniéres décennies, les rendant a priori quasiment indispensables a la plupart des pratiques
agricoles, quel que soit le niveau de développement économique des pays. La production
mondiale de pesticides a connu une augmentation remarquable depuis 1945 jusqu’a 2005
(Carvalho, 2006).

5.2. En Algérie

L’importation des pesticides en Algérie a connu une évolution remarquable ces
derniéres années. A partir de 2002 on note une évolution exponentielle de cette importation,
probablement suite a la restriction de ces produits en Europe et leur orientation vers le marché
Algérien a des prix bas (FAO, 2010).

6. [Exposition de ’homme aux pesticides

La contamination de ’homme par les pesticides peut se faire par différentes voies. Il
peut les absorber via les aliment, 1’eau, par contact avec la peau ou encore par inhalation ( El-
Mrabet,2007).

La grande variét¢ de produits et rend difficile 1’évaluation des expositions des
populations, qu’il s’agisse de la population exposée professionnellement ou de la population
générale (CPP, 2002).

% Exposition professionnelle : concerne essentiellement les personnes manipulant les
produits, au moment de la préparation, de 1’application et de nettoyage des appareils
de traitement. Les agriculteurs constituent une population particulierement exposée
(CPP, 2002).

% Exposition non professionnelle : 1’ensemble de population peut étre expose aux

pesticides lors des usages domestiques ou d’entretien des jardins, mais surtout a des

ces pesticides au travers de son environnement et de son alimentation (EC, 2007).

% Exposition de I’enfant : I’exposition de I’enfant aux pesticides peut avoir lieu tres tot,
in vitro via le placenta suite a I’exposition de la mére (Saunders et al., 2004), mais
également aprés la naissance, soit directement par exposition aux contamination

domestiques (Eea et Who, 2002) ou via le lait matemel (Jurewicz et al., 2006).

16



Chapitre 2 : Généralités sur les pesticides
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Figure 08 : Modes d’exposition des étres vivants aux pesticides (CPP, 2002).

7. Effet des pesticides sur la santé humaine

L’exposition aux produits phytosanitaires peut occasionner deux types de dangers sur la
santé humaine : effets aigus ou effets chroniques (Margoun, 2003).

Les effets aigus et leurs conséquences sont le plus souvent immédiats, alors que les
effets chroniques se développent sur une période plus longue et peuvent persister longtemps
apres le fait (Ould Kankou, 2004).

Les manifestations peuvent se limiter a des signes locaux : irritations cutanéo-
mugqueuses, réactions allergiques cutanées ou oculaires, vomissements, toux, géne respiratoire
ou bien traduire I’atteinte d’un ou plusieurs organes ou systémes :foie, rein, systéme nerveux
central... on parle alors d’effets systémiques.

L’intoxication massive peut avoir des conséquences graves, parfois mortelles. Les effets
peuvent étres de nature cancérigéne ; d’ordre neurologique, causant ainsi des troubles
psychologiques, en particuliers des syndromes dépressifs ; ou bien se traduisent par 1’atteinte

de la reproduction, du développement et du systéeme endocrinien, (Kersante, 2003).
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Chapitre03 : Néonicotinoides

1. Les Néonicotinoides

1.1.  Définition

Les néonicotinoides sont des insecticides relativement nouveaux, ils représentent la
nouvelle famille de pesticides la plus importante des trois derniéres décennies (Tomisawa et
Casida, 2003). Ils sont appelés ainsi a cause de leur mode d’action neurotoxique, car ils
agissent au niveau des récepteurs nicotiniques post synaptiques (Regnault-Roger, 2005).

Depuis leur commercialisation au début des années 90, les néonicotinoides ont acquis
une part importante du marché des insecticides, ils sont devenus les 1 er classe d’insecticides
la plus vendue dans le monde, avec une part de marché supérieure a 23%. (Elbert et al.,
2008 et Jeschke et al., 2011).

1.2.  Classement des Néonicotinoides

La classe des néonicotinoides est composée de huit membres principaux en incluant la
ni thiazine (Imidaclopride, Acétamipride, Nitenpyrame, Thiaméthoxame, Thiaclopride,
Clothianidine, Dinotefuran) (Kayser et al ., 2004).

Les néonicotinoides sont semblables a la molécule de la nicotine par leur mode d’action
et partiellement par leur structure. lls se différencient des autre classes chimiques de
pesticides par leur propriétés chimiques et biologiques uniques tels qu’un large spectre
d’activité insecticide, des taux d’ application bas, un nouveau mode d’action et un profil
sécuritaire favorable (Maienfisch et al., 2001). Ils sont sélectifs grace a la spécificité des

récepteurs nicotiniques des insectes et des mammiferes (Tomisawa et Casida, 2003).

1.3.  Les applications des Néonicotinoides
Selon Gupta et Gajbhiye (2007) et Hatcher et ses collaborateurs (2008), les
néonicotinoides sont les seuls insecticides possédant les 3 modes sont d’applications
efficaces, pouvant en partie expliquer leur succes. Ces 3 modes sont les suivants :
% Traitements des parties aériennes des plantes: Imidaclopride, Acétamipride,
Thiaclopride, Thiamethoxame, Dinotefuran.
¢+ Traitements du sol : Imidaclopride, Clothianidine.

¢ Enrobage des semences : Imidaclopride, Thiamethoxame, Clothianidine.
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2. Imidaclopride
2.1. Définition

e L'imidaclopride est un insecticide néonicotinoide de la famille chimique des chloronicotinyl

nitroguanidines .( Wismer , T et Tomlin 2004).

e Le nom de I'Union internationale de chimie pure et appliquée (UICPA) est 1-(6-chloro-3-
pyridylméthyl)-N-nitroimidazolidin-2-ylidéneamine et le numéro d'enregistrement du
Chemical Abstracts Service (CAS) est 138261-41- 3.( Tomlin et al., 2006).

e Les insecticides néonicotinoides sont des dérivés synthétiques de la nicotine, un composé

alcaloide présent dans les feuilles de nombreuses plantes en plus du tabac (Costa et al.,

2008).
B ™
cI— SN

N-— NO->

Figure 09 : La structure chimique de I’'imidaclopride (Wamhoff et Schneider, 1999).

2.2. Propriétés physiques/chimiques

L'imidaclopride est constituée de cristaux incolores & I'odeur légére mais caractéristique. >

e Pression de vapeur: 3 x 10 > mm Hg & 20 °C

e Coefficient de partage octanol-eau (K .. ) (Tomlin 2006) : 0,57 a 21 °C
e Constante d'Henry (Tomlin 2006) : 1,7 x 10 *° Pa-m ® /mol

e Masse moléculaire (Tomlin 2006) 255,7 g/mol

e Solubilité (eau) :( Tomlin 2006) 0,61 g/L (610 mg/L) a 20 °C

e Coefficient d'absorption du sol (K ¢o) .3+-: 156-960, valeurs moyennes 249-336. (Olivier,
DP et al 2005) ;(Oi, M et al., 1999) .
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2.3.  Lesusages

L'imidaclopride est utilisée pour contrbler les insectes suceurs, certains insectes
broyeurs, y compris les termites, les insectes du sol et les puces sur les animaux de
compagnie. En plus de son utilisation topique sur les animaux de compagnie, I'imidaclopride
peut étre appliqué sur les structures, les cultures, le sol et comme traitement des semences
(Tomlin, Fossen, M ; 2006).

2.4, Mécanisme d’action
Le mode d’action des insecticides nicotinoides a été décrit par Schroeder et Flattum
(1984) comme un effet sur les synapses cholinergiques qui entraine un blocage post
synaptique conséquent dans le systeme nerveux du Cafard américain. Nous comprenons
maintenant que 1’imidaclopride au récepteurs nicotinergiques de 1’acétylcholine. Cette liaison
est trés specifique, impliquant uniquement des récepteurs nicotiniques et non muscariniques,
qui déclenchent une toxicité typique des réactions nicotiniques (Thyssen et Machemer,
1999).
2.5. Métabolisme d'imidaclopride
Le métabolisme de I'imidaclopride est simple; il existe deux voies principales de
métabolisme dans les systéemes mammiferes. Le premier est le clivage oxydatif en
imidazolidine, qui ne semble pas étre métabolisé davantage, et I'acide nicotinique 6-CI. Le
fragment imidazolidine est excrété directement via l'urine, et le fragment nicotinique est
dégradé via une conjugaison au GSH eu dérivé d'acide mercapturique et ensuite au 1’acide
méthylmercaptonicotinique. La deuxiéme importante voie de biotransformation est
I'nydroxylation de la molécule dans I'anneau imidazolidine suivi de I'élimination de I'eau
sous la formation d'un métabolite insaturé (Thyssen et Machemer, 1999).
L'imidaclopride est rapidement absorbée par le tractus intestinal et rapidement distribué
dans le systeme mammifére, il est rapidement absorbée, métabolisé dans le foie et excrété
principalement via lI'urine (Vardavas et al ., 2018).
2.6. Effets toxicologiques
2.6.1. Toxicité aigué
Selon I'OMS et I’agence de protection de I'environnement des Etats-Unis,
I’imidaclopride est classée dans la catégorie «modérément toxique» classe II ou IlI, et
présente une toxicité aigué par voie orale plus importante chez la souris que chez le rat : la
DL50 orale est de 450 mg.kg-1 de poids corporel chez le rat et 131 mg.kg-1 chez la souris
(Ajermoun et al ., 2021).
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2-6-2- Toxicité chronique
Plusieurs études illustrent la toxicité de I’IMI par ses différents mécanismes et leurs
effets sur différents organes comme le cceur, les reins, le systéme nerveux et méme la mort.
Des études récentes montrent des effets de toxicité de I’IMI sur le systéme immunitaire, en
plus des effets sur la reproduction chez les rats méles (Hassan et al ., 2019).

L’exposition chronique a l'imidaclopride induit une inflammation et un stress
oxydatif dans le foie et les reins et méme dans le systeme nerveux central chez le rat
(Duzguner et al., 2010; Sonphule et al., 2019).

2.6.3. Perturbateur endocrinien
L’imidaclopride peut agir comme perturbateur endocrinien et peut perturber le
métabolisme et I'noméostasie et contribuent a l'obésité et perturbent la stéroidogenese en
inhibant les activités enzymatiques du cytochrome P450. Tous ces effets indésirables de
I'imidaclopride peuvent présenter un grand risque pour la reproduction et le développement a
long terme (Conséquences a I'age adulte) (Mikoli¢ et Br¢i¢ Karadonji, 2018).
2.6.4. Effets cancérogénes
L'imidaclopride est classé comme cancérogene du «groupe E», ce qui signifie qu'il n'y a
aucune preuve de cancérogénicité chez I'nomme (Mikoli¢ et Bréi¢ Karadonji, 2018).
2.6.5. Toxicité pour la reproduction
Une affection d'organe reproducteur chez les rats male, exposé trois mois a des doses
d'imidaclopride inférieure a la dose sans effet observable (NOEL) qui est de 5 a 10 mg kg-1
et diminution de la masse des organes sexuels accessoires , une diminution également du
niveau de la testostérone et la concentration de sperme, avec une distorsion des
spermatozoides, une modification des lipide qui composent le tissu testiculaire, une
fragmentation de I'ADN séminal et I'Apoptose des cellules spermatogénése (Bal et al., 2012).
2.6.6. Effets Neurotoxique

Dans une étude chez le rat administré par sonde gastrique jusqu’a 45 et 90 mg/kg de
poids corporel pendant 28 jours provoquent une baisse significative de la activité locomotrice
spontanée et douleur seuil chez le rat. Il existe également des études de neurotoxicité
chronique et méme aigue (Lonare et al., 2014).

2.6.7. Effets tératogeénes

Une ¢étude de toxicité développementale réalisée sur 400 ceufs fertiles de poule qui
sont exposés a différentes doses d'imidaclopride. Le 21e jour, les coquilles d'ceufs ont été
détruites et les embryons ont été prélevés retard de croissance entrainant un échec de la

rétraction du sac vitellin, des anomalies des membres, grossissement du téte, ectopie
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viscérale et diminution du poids du poussin, de la longueur de la couronne et du croupion par

rapport aux témoins (Hussein et Singh, 2016).

Tableau 05 : Classification de toxicité imidaclopride

CLASSIFICATION

Haute toxicité Toxicité Faible Treés
modérée toxicité faible toxicité
DL Jusqu'a 50 mg/kg Plus de Plus de Supérie
orale aigué inclus 50 a 500 500 a 5000 ur a 5000
50 (<50 mg/kg) mg/kg mg/kg mg/kg
(>50-500 (>500-5000 (>5000
mg/kg) mg/kg) mg/kg)
Inhal Jusqu'a 0,05 Supérieur Supérieur Supérie
ation CL 5o mg/L a0,05a05 |a05a20mg/L |ura20mg/L
inclus (<0,05 mg/L) mg/L (>0,5-2,0 mg/L) | (>2,0 mg/L)
(>0,05-0,5
mg/L)
DL 5o Jusqu'a 200 Plus de Plus de Supérie
cutanée mg/kg 200 a 2000 2000 a 5000 ur a 5000
inclus (<200 mg/kg) mg/kg mg/kg mg/kg
(>200-2000 (>2000-5000 (>5000
mg/kg) mg/kg) mg/kg)
Irritati Corrosif Atteinte Atteinte Efficacit
on primaire | (destruction irréversible cornéenne ou cornéenne ou é minimale des
des yeux du tissu oculaire) ou autre irritation autre irritation effets en moins

atteinte ou irritation de la

cornée persistant plus de

oculaire

disparaissant en

oculaire

disparaissant en 7

de 24 heures

21 jours 8 a 21 jours jours ou moins
Corrosif Irritation Irritation Irritatio
(destruction des tissus sévere & 72 modérée a 72 n légére ou
dans le derme et/ou heures (érythéme | heures (érytheme légere a 72

cicatrisation)

ou ccdéme

sévere)

modéreé)

heures (pas
d'irritation ni

d'érythéme)
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1. Matériel

1.1. Matériel biologique et condition d’élevage

Les expérimentations ont ¢été effectuées au niveau de laboratoire de 1’université
L’ Arbi Tébessi de Tébessa. Nous avons utilise 30 rats blancs males Rattus Rattus de la souche
Wistar, provenant de 1’institut pasteur d’Alger (Centre d’¢élevages El Kouba, Alger).Agés de
neuf semaines, d’un poids corporel vif moyen de 170 a 300 g. Aprés la souris
d'expérimentation, le rat est le mammifére d'expérimentation de 1’ordre des rongeurs le plus

utilisé en recherche scientifique.

Figure 10 : Rat male Rattus de la race Wistar

Ces rats ont été soumis a une période d’adaptation de 30 jours, aux conditions de

I’animalerie ; a une température de 25°C £ 2°C et une photopériode naturelle.

Les rats sont élevés dans des cages en polyéthyléne qui sont tapissées d’une
litiere constituée de copeaux de bois. Les cages ont été nettoyées et la litiere changée
quotidiennement.
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Figure 11 : Conditions d'élevage des rats Rattus rattus

1-2-Matériel chimique

Dans ce travail, nous avons utilis¢ Les Néonicotinoides a base 1’Imidaclopride
(IMI) pour le traitement des rats sous forme solution a deux doses 5 et 50 mg/kg/jour pour le

traitement des rat.

1-2-1 Préparation de la solution de Néonicotinoides (IMI)

La solution d’IMI a été préparée en utilisant de I'eau dés-ionisee (DI), agitée pendant 24
heures. Pour la préparation des solutions on met (0.24mg et 2.4 mg) de pesticide en poudre
avec 100 ml d’eau distille dans deux flacons déférents apres 1’agitation des solutions avec un
agitateur.

2- Méthode
2-1- Lotissement
Les rats males ont été répartis en 3 groupes de 10 rats chacun, il s'agit de :

Lots n° 1 : Contient 10 rats comme témoin ne subit aucun traitement.

Lots n° 2 : Contient 10 rats traités par I’IMI en raison de 5 mg/kg par voie orale

Lots n°® 3: Contient 10 rats traités par I’IMI en raison de 50 mg/kg par voie orale
(chaque jour pendant 40 jours).
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Figure 12: Méthode de traitement par voie orale

2-1-1 -Mesure du poids
La mesure de poids est effectuée sur les rats tous les jours d’une facon réguliére
pendant la durée d’élevage, soit au cours d’adaptation ou traitement (avant le traitement) a

’aide de balance électronique.

Figure 13 : Mesure du poids des rats dans laboratoire

2-2- Sacrifice et prélévement d’organes
Apres 40 jours de traitement les rats de 3 lots ont été sacrifiés, les reins ont été
rapidement prélevés aprés la dissection et rincés dans une solution de chlorure de sodium
(NaCl) a 0,9% puis pesées et conservées a température (-20°C), pour les dosages des

différents parametres,
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Figure 14 : Le sacrifice de rat.

Figure 15: Préléevement des organes

2- 3- Estimation du poids relatif du rein
Le poids relatif des reins extraits des rats PRp [g/100g de poids corporel]) est calculé

par rapport au poids total du rat selon la formule suivant :

PRP (9/100g de PT) = PR/PT x 100

+« PR: poids du rein (g).
« PT : poids total de rat (g).
%+ PRp : poids relatif du rein (g)
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Apreés 30 jours d’adaptation
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Figure 16 : Schéma récapitulatif du protocole expérimental.
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3- Parameétres du stress oxydative
Qui comprend des parameétres enzymatiques et non enzymatiques.
3.1 -Biomarqgueurs non enzymatiques
3-1-1- Dosage du glutathion (GSH)

e Principe de la méthode
Le principe de ce dosage repose sur la mesure de la densité optique de I’acide 2-
nitro-5-mercapturique. Ce dernier résulte de la réduction de 1’acide 5,5’-dithio-2-
nitrobenzoique (réactif d’Ellman ou DTNB) par les groupements (-SH) du glutathion. Une
fois préparé, I’homogénat doit subir une déprotéinisation par 1’acide sulfosalicylique a 0,25%
afin de protéger les groupements (-SH) du glutathion selon la méthode de (Weckbeker &
Cory ,1988).

e Protocole expérimental

v’ Préparer les homogénats a partir de 1ml de culture avec tampon phosphate EDTA
(0,02M);

v" Prélever 0,8ml de I’homogénat auquel y ajouter 0,2ml d’une solution d’acide

sulfosalicylique (SSA) 0,25%;

Agiter le mélange et laisser pendant 15 min dans un bain de glace;

Centrifuger a la vitesse de 1000 tours/min pendant 5min;

Prélever 0,5 de surnagent;

Ajouter au mélange : 1ml de tampon Tris-EDTA (0,02M d’EDTA, pH 9,6), 0,025ml

de DTNB et 0,5ml du surnageant.

DN N NN

v’ Laissé reposer pendant 5 minutes a température ambiante pour la stabilisation de la
couleur. La réaction colorimétrique se développe instantanément;
v Mesurer les absorbances a 412 nm contre le blanc.

La concentration du glutathion est obtenue apreés application de la formule suivante :

OSH | DOx1x1525
GSH M GSH /mades protic r:f'\’
mg y . 13100 x 0.8 % 0,5

v" DO : la densité optique.
v 1: Le volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation (0,8 ml de I’homogénat

+ 0,2ml de I’acide salicylique).
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v' 1,525 : Le volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du
surnageant (0,5ml surnageant + 1ml Tris-EDTA + 0,025ml DTNB).
v 13100 : Coefficient d’absorbance (concernant le groupement (-SH) a 412 nm).

<

0, 8: Le volume de I’homogénat.
v' 0,5 : Le volume du surnageant trouvé dans un 1,25ml
La concentration de GSH est mesurée par rapport a 1mg de protéine. C’est pour cela ce

dosage doit étre accompagne par le dosage des protéines.

3.1.2- Dosage du Malondialdéhyde (MDA)
Le MDA est I'un des produits terminaux formés lors de la décomposition des
acides gras polyinsaturés (PUFA) méditées par les radicaux libres.
« Principe
Les malondialdéhydes (MDA) sont dosé selon la méthode (d’Esterbauer et al .,
1992). Cette méthode est basée sur la mesure colorimétrique de la réaction entre 1’acide
thiobarbiturique (TBA) et le malondialdéhyde (MDA) dans un milieu acide et chaud (100°C)
en donnant un produit rouge brun dont I’intensité de la coloration est mesurée a une longueur
d’onde de 530 nm.
« Protocole expérimental
* Préparer les homogénats a partir de 200mg d’organe avec tampon d’homogénation TP
(PH 7,4);
« Centrifuger a 3000 tours/min pendant 10 min;
* Prélever 375 pl de surnageant;
» Ajouter 150 pul de solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 7.4);
* Ajouter 375 ul de solution TCA-BHT (TCA 20%, BHT 1%);
« Agiter et centrifuger a 1000 tours/min pendant 10 min;
* Prélever 400 pul de surnageant;
* Ajouter 80 ul d’HC1 0.6 M;
* Ajouter 320 pl de solution Tris-TBA (Tris 26 mM, TBA 120 mM);
« Meélanger et incuber au bain marie a une température de 80°C pendant 10 min;
» Lire La densité optique a A = 530 nm.
L’absorbance est directement proportionnelle a la quantit¢ de MDA formé, donnant

ainsi une évaluation précise des lipides peroxydés. La concentration du MDA est calculée
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selon la loi de Beer-Lambert (DO = E.C.L)

AV‘ D0 °

m ex(xX

« C: laconcentration en nmole /mg de protéines.

DO : densité optique lue a 530 nm.
E: Coefficient d’extinction molaire du MDA = 1.56.10°> M-/cm.

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

» X concentration de I’extrait en protéines (mg/ml)

F.d : Facteur de dilution (Fd = 0.2083).

3.2- Biomarqgueurs enzymatiques
3.2.1-Dosage de P’activité du glutathion peroxydase (GPx)
L’activité enzymatique du glutathion peroxydase (GPx) a été mesurée par la
méthode de (Flohe & Gunzler. 1984). Cette méthode est basée sur la réduction de peroxyde
d’hydrogéne (H,O;) en présence du glutathion réduit (GSH), ce dernier est transformé en

(GSSG) sous I’influence de GPx selon la  réaction suivante

Gy
1} 0, 4 ,“\:Iv :I,IF‘.(,' 4 ‘I,‘| 0.

Protocole expérimental

* Préparer les homogénats a partir de 200mg d’organe avec tampon d’homogénation TP
(pH 7.4)

« Centrifuger a 3000 tours/min pendant 10 min

« Prélever 0.2 ml de surnageant

« Ajouter 0.4 ml de GSH (0.1 mM)

« Ajouter 0.2 ml de solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4)

* Incuber au bain marie a 25°C, pendant 5 min

« Ajouter 0.2 ml de H202 (1.3 mM) pour initier la réaction, laissé agir pendant 10 min

« Ajouter 1 ml de TCA (1%) pour arréter la réaction

» Mettre le mélange dans un bain de glace pendant 30 min

« Centrifuger durant 10 minutes a 3000 tours /min
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« Prélever 0.48ml de surnageant
« Ajouter 2.2ml de solution tampon TBS
« 4Ajouter 0.32ml de DTNB (1mM)
« Mélanger et aprés 5 minutes lire les densités optiques a 412 nm.
La détermination de 1’activité enzymatique de la GSH-Px se fait a 1’aide de la formule

suivante:

(DOe — DOb). 0,04
DOb

GPx(pmol. mg de protéine) =

* DO: échantillon : Densité optique de 1’échantillon.
« DO étalon: Densité optique de 1’étalon.
» 0.04: Concentration de substrat (GSH).

Calcule P’activité GPx

La détermination (calcule) de I’activité de la GPx se fait de la fagon suivant:
« Activité de GSH consommée/min/gr de protéine.
* Blanc=0.04 micro mole de GSH réduit —DOb.
* Extrait=0.04 micro mole de GSH réduit — DOe.

Donc la concentration de GSH réduit qui sera oxydée (disparue) = DOe-DOb

X= (DOe—-DOb) x 0.04/D0 b = quantité de GSH réduit disparue (oxydée) dans 0.2
extrait dans 1ml.

L’activité de la GPx = la quantité de GSH réduit oxydée disparue

5

3.2.2- Dosage de ’activité de glutathion S-Transférase (GST)
Les glutathion S-transférases appartiennent a wune famille d’enzyme
multifonctionnelle essentiellement cytosolique, impliqués dans le transport et la biosynthése
intracellulaire, elles catalysent des réactions de conjugaison entre un peptide endogeéne, le

glutathion, et des molécules réactives comportant des sites électrophiles.
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La mesure de Dl’activité de glutathion S-Transférase (GST) est déterminée selon la
méthode de (Habig et al., 1974).elle mesure la cinétique de formation entre un substrat
modele, le chlorodinitrobenzene (C-DNB) et le glutathion ; Elle est basée sur la réaction de
conjugaison entre la GST et un substrat, le CDNB (1-Chloro2, 4 di nitrobenzéne) en d’un
cofacteur le glutathion (GST), la conjugaison entraine la formation d’une molécule novelle.

1-S-Glutathionyle 2-4Di nitrobenzéne permettant de mesurer I’activité de GST selon la

réaction suivante:

GST

GST + —_———— 02N 4
NO2

La valeur de la densité optique mesurée est directement proportionnelle a la quantité de

conjugué formé elle-méme li¢e a I’intensité de I’activité GST.
Pour cela, nous avons procédés aux étapes suivantes:

« Homogénéisation par 1 ml de tampon phosphate (0.1 M, pH 06).

* L’homogénat est centrifugé a 14000 t/min pendant 30 min et le surnageant récupéré
servira comme source d’enzymes.

« Le dosage consiste a faire réagir 200ul du surnageant avec 1.2 ml du mélange CDNB
(ImM), GSH (5mM) [20.26 mg CDNB, 153.65mg GSH, 1 ml éthanol, 100 ml tampon
phosphate (0.1 M, pH 06)].

« La lecture des absorbances est effectuée pendant une minute et chaque 15 secondes a
une longueur d’onde de 340 nm contre un blanc contenant 200 pl d’eau distillée
remplacant la quantité de surnageant.

* La lecture de I’absorbance se fait a 340 nm aprés 30 s en intervalle de3 min. La

concentration de la GST est obtenue par la formule suivante :

(DO échant/min — DO blanc/min)
9.6 x mg de protéine

GST(nmol GST/min/mg protéine) =

K/

% ADO échantillon — ADO blanc : moyenne des DO des échantillons par minute —
moyenne des DO des Blancs par minute.
s g: Coefficient d’extinction moléculaire du C-DNB, ¢ C-DNB=9.6 mM-1.cm-1

s L: Trajet optique de la cuve =1lcm.
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3.3-Dosage de quelques parametres biochimiques

3.3.1-Dosage de I’urée

Principe
L’Uréase hydrolyse I’urée en ammoniaque (NH+ 4) et en dioxyde de carbone (CO,).
L’ion ammonium réagit avec le salicylate et hypochlorite dans une réaction catalysée par le

nitroprusside pour donner indophénol vert, selon les réactions :

Uréase
Urée + H,0 |:> (NH+ 4), + CO,
Nitroprusside
NH" 4+ Salicylate + NaCIO Indophénol

L’intensité de la couleur est proportionnelle a la concentration d’urée dans I'échantillon

(Kaplan, 1984).

3.3.2- Dosage de la créatinine

Principe

La créatinine réagit avec le picrate alcalin en formant un complexe de couleur rouge.
L’intervalle de temps choisi pour les lectures permet d’éliminer une grande partie des
interférences connue pour la méthode. L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a
la concentration de créatinine présente dans 1’échantillon testé (Murray, 1984).

3.3.3- Dosage de I’acide urique

Principe

L’acide urique est oxydé par 'uricase a 1’allantoine et le peroxyde d’hydrogene
(2H20,) qui, en présence de la peroxydase (POD), 4- aminophénazone (4-AF) et du 2-4

Diclorophénol sulphonate (DCPS) forme un composé rosacé:

Uricase
Acide urique + 2H,0 + 02 |:> Allantoine + CO, + 2H,0,

POD
2H,0, + 4-AF + DCPS I:> Quinonaimine + 4H,0

L’intensité de quinonaimine rouge formée est proportionnelle a la concentration d’acide

urique présente dans 1’échantillon testé (Schultz, 1984).
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4. Etude statistique

» Ces calcules ont été effectués a I’aide de logiciel MINITAB d’analyse et de
traitement statistique des donnés ( version 18.01).

Les résultats obtenus sont traités sous la forme de (moyenne + écartype) et en
suites ont représenté en des graphes a I’aide de Microsoft office Excel 2010.
 La signification de différence entre le lot témoin et les lots traités est vérifiee

en utilisant le test de Dunette et de Tukey.

La valeur trouvée par le calcul du test peut affirmer que les populations sont
différentes avec un risque d’erreur p tel que :
* p>0,05=la différence n’est pas significative ns

* 0,05>p>0,01 =la différence est significative™
* 0,01 >p>0,001 = la différence est hautement significative**
* p<0,001 = la différence est trés hautement significative***

» Nous avons déterminé, grace aux statistiques élémentaire ; les paramétres
statistiques pour chaque lot expérimental. Les données ont été analysées par
I’analyse de la variance a un seul critére de classification (ANOVA 1).
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Résultats

2.1- Effet du I’'Imidaclopride (IMI) sur le Poids relatif du rein (%) des rats

Nous avons suivi 1’évolution des poids absolus (PA) et relatifs (PR) du rein chez les

rats témoins et les rats traités par I’Imidaclopride (IMI) (Tableau 06 ; Figure 17).

Pour le suivi des changements des poids relatif du rein des rats pendant la période du

traitement. Nous remarquons une diminution significative (p<0.05) du poids relatif du rein

chez le groupe traité par I’Imidaclopride (IMI) a dose (50mg/kg/j) comparant au groupes

témoins. Tandis que, on enregistre une diminution non significative (p>0.05) chez le groupe

traité par 1’Imidaclopride (IMI) a dose (5mg/kg/j) par rapport aux témoins.

Tableau 06 : Variation du poids relative du rein chez les différents groupes expérimentaux.

Groupe

Témoin IMI (5mg/kg)

IMI (50mg/kQ)

Poids Relatif du rein (%)

0.67+0.04 0.61+0.05

0.53+0.06*

*

: Différence significative comparant au témoin (P < 0.05).

** : Différence hautement significative comparant au témoin (P < 0.01).
**x : Différence trés hautement significative comparant au témoin (P <0.001).

P : Seuil de signification.

0,8 ~

0,7 -

0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2 -

0,1 -

Poids Relatif du rein (%)l

0

témoin

IMI (5mg/kg) IMI (50mg/kg)
Groupes experimentaux

n=10

Figure 17: Poids relatif du rein chez les rats témoins et traités par 1’Tmidaclopride (IMI) aprés

40 jours de traitement.
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11.1.2.Effet du I’'Imidaclopride (IMI) sur les paramétres de stress dans le rein

Les résultats présentés dans (le tableau 07 et la figure 18 et 19) représentent la

variation de taux de GSH, MDA, et la variation de I’activité de GPx et GST chez les rats

traités par I’Imidaclopride (IMI) par rapport les témoins.

Tableau 07: Effet du I’'Tmidaclopride (IMI) sur les paramétres de stress dans le rein chez

différents groupes expérimentaux.

Groupes des rats

Parametres
Témoin IMI (5mg/kg) IMI (50mg/kg)
=) +
a g protéine) | 7.063E-06+4.0004E-07 6.042E-0623.59 2.982E-0621.76E-07***
c s o7*
S E
< | MDA (umol/mg
& de protéine) 0.29+0.01 0.302+0.02 0.389+0.03*
o GST (pmol /min
o g- /mg de 1.15+0.08 1.08x0.06 0.81+0.05**
b protéine)
% GPx (umol/mg de
T protéine) 0.14+0.01 0.19+0.02* 0.301+0.02**

*

P

: Différence significative comparant au témoin (P < 0.05).
** : Différence hautement significative comparant au témoin (P <0.01).
**x : Différence trés hautement significative comparant au témoin (P <0.001).

: Seuil de signification.

2.2.1. Effet sur les paramétres non enzymatiques

2.2.1.1. Effet sur le taux de GSH

Cette figure (17) représente la variation de taux de GSH chez les rats traités par

L’Imidaclopride (IMI) par rapport les témoins.

Dans notre travaille nous observons une diminution trés hautement significative

(p<0.001) chez le lot traitée par 1’'Imidaclopride (IMI) a dose (50 mg/kg/jour) aussi une

diminution significative (p<0.05) chez le lot traitée par 1’Imidaclopride (IMI) a dose

(5mg/kg/jour).

2.2.1.2. Effet sur le taux de Malondialdéhyde (MDA)
D’apres les résultats présentés dans la figure (17) et tableau (07).0On observe une

augmentation significative (p<0.05) du taux de MDA rénale chez les rats traité par 1’IMI

(50mg/kg)et une augmentation non significative (p>0.05) chez les rats trait¢ par 1’'IMI

(5mg/kg) par rapport aux témoins.
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I’Imidaclopride (IMI) apres 40 jours de traitement.

2.2.2. Effet sur les paramétres enzymatiques

2.2.2.1. Effet sur activité de GPx

Figure 17: Variation de teneur rénale en GSH, MDA chez les rats témoins et traités par

La figure (18) représente la variation de GPx chez les rats traités par 1’Imidaclopride

(IMI). Nous observons dans cette présent qui il y a une augmentation hautement significative

(p<0.01) dans les lots traitée par I’Imidaclopride (IMI) a dose (50mg/kg/jour) et il y a une

augmentation significative (p<0.05) chez le lot traitée par I’Imidaclopride (IMI) a dose

(5mg/kg/jour) par apport au groupe témoin.

2.2.2.2. Effet sur les variations de I’activité GST (Glutathion —S-transférase)

Cette figure (18) représente la variation de I’activité de GST traités par 1’Imidaclopride

(IM1), dans notre travaille nous observons qui il y a une diminution hautement significative

(P<0.01) chez le lot traitée par I’Imidaclopride (IMI) a dose (50 mg/kg/j) et une non

significative (p>0.05) chez le lot traité par 1’'Imidaclopride (IMI) a dose (5mg/kg/j) par

apport ou groupe témoins.
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Figure 18: Variation de teneur rénale en GST, GPx chez les rats témoins et traités par 1’Imidaclopride
(IMTI) apres 40 jours de traitement.
11.1.3. Evaluation des parametres biochimiques
Les résultats représentés dans le tableau (08) montrent que 1’administration de
I’Imidaclopride induit une augmentation significative (p<0.05) du taux d’urée, du taux de
créatinine et 1’acide urique chez le groupe traité par I’Imidaclopride (IMI) a dose (5mg/kg/j)
comparant au groupe témoin. Tandis que, on enregistre une et une augmentation hautement
significative (p<<0.01) du taux d’urée, du taux de créatinine et I’acide urique et du taux d’acide
urique chez le groupe traité par 1’Imidaclopride (IMI) a dose (50mg/kg/j) par rapport aux
témoins.
Tableau 08 : Concentration d’acide urique, urée et créatinine chez le groupe témoin et
les groupes traités.
R Groupes des rats
Parametre
Témoin IMI (5mg/kg) | M1 (50mg/kg)
I’urée (g/1) 0.42+0.019 0.47+0.04* 0.59+0.056**
La créatinine (mg/l) 10.13+0.27 13.21+0.43* 18.07+0.58**
I’acide urique (mg/dl) 24.06+2.08 37.33+1.58* 49.761+2.43**

: Différence significative comparant au témoin (P < 0.05).
** : Différence hautement significative comparant au témoin (P <0.01).
*** : Différence tres hautement significative comparant au témoin (P <0.001).
P : Seuil de signification.
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Figure19 : Concentration d’acide urique, urée et créatinine chez le groupe témoin et les groupes

traités par I’Imidaclopride (IMI) aprés 40 jours de traitement.
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Discussion

Le stress oxydant est le résultat des processus de multi-étapes causant par un
déséquilibre dans la balance entre les pro-oxydants et les antioxydants (enzymatique et non
enzymatique) et menant aux dommages tissulaires conduisant en premier lieu a de
nombreuses maladies et finalement a I’apoptose. (Lee et al., 2016).

Les pesticides sont des composés chimiques touchent presque 1’ensemble des organes
de I’étre humain a travers la chaine trophique (Valcheva et al., 2012).; par conséquent cette
étude a €té basée sur la néphrotoxicité de I’'Imidaclopride (IMI) chez les rats Wistar, a cause
de la similarité qui existe entre les poumons humains et ceux des rongeurs, aussi les rongeurs

présentent un bon outil pour étudier les changements pathologiques in vivo

I. Effet de I’imidaclopride sur le poids du rein

Dans notre travail nous remarquons une diminution significative (p<0.05) du poids
relatif du rein chez le groupe traité par 1I’Imidaclopride (IMI) a dose (50 mg/kg/j) comparant
au groupe témoin. Tandis que, on enregistre une diminution non significative (p>0.05) chez
le groupe traité par I’Imidaclopride (IMI) a dose (5mg/kg/j) par rapport aux témoins.

D’abord, nous expliquons la différence des résultats entre les deux dose d’imidaclopride
5 et50 mg /kg par le principe de toxicologie de la relation dose/effet.

En ce qui concerne les reins, le poids relatif a atteint une diminution significative qui
explique par I’hypotrophie des tissus rénaux causée par I’imidaclopride. Et il est
probablement due a la dégradation des cellules rénale et I’activation de 1’excrétion des lipides
d’une parte et 1’augmentation de la libération des molécules réactives d'oxygene et
provoquent I’oxydation accrue des protéines qui causent la mort cellulaire ou réduisant ainsi
les cellules. Ces résultats étaient incompatibles avec (Mithlesh Kumar Srivastava, 2010)
qui trouve durant de leur expérimentation subaigué sur les souris avec la méme molécule a

dose 4 mg/kg que I’IMI ne touche pas le poids du rein.
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II. Effet de L’imidaclopride sur les parameétres biochimiques (Créatinine, urée, ’acide

urique)

Le rein est un organe particuliérement sensible a I’action des toxiques, en raison de son
intense activité métabolique et de ses multiples fonctions, notamment celles d’excrétion et de
concentration des xénobiotiques. Les variations des concentrations des parametres seriques
sont utilisées comme marqueurs de diagnostic des lésions rénales; leurs augmentations ou
leurs diminutions refletent un dysfonctionnement rénal.

Les variations des concentrations des parameétres sériques sont utilisees comme
marqueurs de diagnostic des lésions rénales; leurs augmentations ou leurs diminutions
refletent un dysfonctionnement rénal.

La créatinine sérique est un déchet métabolique azoté, produit terminal du catabolisme
de la créatine musculaire. On considere que la filtration glomérulaire est le mécanisme
essentiel de 1I’¢limination de la créatinine (Mamczaret al, 2005).

L'augmentation significative de la concentration de la créatinine dans le sérum des
rats traités par I’'IMI dans notre étude pourrait avoir résulté de son excrétion diminuée qui,
alternativement, est liée a l'insuffisance rénale. La concentration de la créatinine dans le sang
est connue pour se corréler inversement avec le volume de filtration glomérulaire (Uboh et
al,2012).

En outre, la concentration accrue d’urée sérique chez les rats traités par 1’'IMI
impliquent que la fonction rénale est altérée. Les niveaux élevés d'urée dans le sang peuvent
résulter d'une diminution du taux de sécrétion dans les urines, qui peut résulter probablement
d'une insuffisance rénale, I’une des causes les plus fréquentes de 1’augmentation de 1’urée
sans rapport avec une altération rénale est une augmentation du catabolisme protéique
(Maurey, 2005; Hernandez-Serrato et Teresa, 2009). I est aussi probable que I’IMI
empéche l'incorporation des acides aminés dans les protéines causant une augmentation du
catabolisme des protéines et des niveaux de l'urée et de la créatinine qui sont les métabolites
principaux du métabolisme des protéines (Garouietal, 2011; Salem, 2011).

L’acide urique sérique est augmenté alors qu’il est diminué dans les urines chez les
rattes traitées par ’IMI ; en tant qu’un produit final de dégradation des purines libres
(’adénine, la guanine, la xanthine et 1’hypoxanthine) qui proviennent elles-mémes du
catabolisme des acides nucléiques. L’acide urique sert de biomarqueur car son augmentation,

méme faible, peut étre associée au développement de divers effets pathologiques, tels que
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I’hypertension artérielle, le diabéte sucré, des maladies cardiovasculaires ou encore de
maladies rénales (Emond et Krzwkowski, 2012). Modanet et al., 1987 expliquent cette
¢lévation soit par la production accélérée de I’acide urique, soit par la diminution de sa
sécrétion. Et comme ’acide urique est I’un des plus importants antioxydants, il est capable
d’éliminer jusqu’a 60% des radicaux libres. L'excés ou le taux ¢élevé de ’acide urique
circulant, peut étre un indicateur de défense de 1’organisme contre les effets déléteres des
radicaux libres (Madero et al., 2009).

III. Effet de 'imidaclopride sur les paramétres du stress oxydatif

L'organisme se protege en permanence contre la formation et I'agression des
oxydants par différents mécanismes de défense, enzymatiques et non enzymatiques (Mithilish
et al., 2010).

1. Parametre non enzymatique
1.1. Effetsurla GSH

On trouve principalement le glutathion réduit (GSH) : c'est un antioxydant puissant,
important pour la protection cellulaire, la détoxification des ERO, la conjugaison et I'excrétion
des molécules toxiques (shipra bhardawaj et al ;.2010).

Nos résultats montrent une diminution des taux pulmonaires de GSH aprés exposition a
I'imidaclopride. Cette diminution est en réponse au stress oxydatif induit par lI'imidaclopride
(Kumar et al, 2017). Ce résultat est avec en accord avec (shipra Bhardwj et al;.2010) qui
avaient étudié I'impact de I'imidaclopride sur I'enzyme détoxifiante GSH de Folsomia candida
(collemba), Le résultat suggere que l'altération du taux de GSH pourrait étre impliquée dans la
réponse des rats a l'exposition a lI'imidaclopride et peut étre utilisé comme biomarquers pour
surveiller les effets toxiques de I'imidaclopride,

Lors du traitement des animaux avec l'imidaclopride, les niveaux de GSH sont
nettement réduits suite a leur action pour neutraliser les radicaux libres générés par
I'imidaclopride (laxman prasad srivastava et al;. 2010). Et que L'imidaclopride interagit
directement avec une forte affinité pour les groupements thiol (-SH) du GSH (Szkudelski.,
2001 ; Nermeen et al., 2010).

Selon plusieurs auteurs, la conjugaison du GSH a des pesticides ou aux métabolites in
vivo pourrait étre la voie majeure de leur détoxification (EL-Demerdash et al., 2012). On

suppose donc que le glutathion a été consommeé dans le processus de piégeage des (ERO)
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limitant les dommages oxydatifs induits par 1’insecticide. C'est un piégeur direct de radicaux
libres, un co-substrat nécessaire a l'activité GPx et GST (shipra bhardawaj et al ., 2010).

1.2. Effet sur le MDA

Le Malondialdéhyde (MDA) est I'un des indicateurs les plus fréquemment utilisés de la
peroxydation lipidique ou il est produit lors de la peroxydation des lipides polyinsaturés
(Geyuet et al., 2014).

D’apres les résultats présentés. On observe une augmentation significative du taux de
MDA rénale chez les rats trait¢ par I’IMI par rapport aux témoins au dose 50 mg/kg.
L’augmentation de MDA peut étre expliquée par des dommages oxydatifs au niveau des
membranes résultant de la production des ERO (Eun et al, 2015).

La peroxydation lipidique chez les rats traités a l'imidaclopride indiquant I'absence
d'une génération excessive de radicaux libres provenant du métabolisme des I'imidaclopride
dans les reins. L'augmentation de la peroxydation lipidique a conduit a la perturbation de
I'intégrité de la membrane des cellules rénale et a la fuite d'enzymes cytoplasmiques.

Ce résultat est en accord avec les résultats d’autres études qui ont mis en évidence une
augmentation de la peroxydation lipidique apres traitement par les pesticides (Kehrer et al.
1993; Ahmed et al., 2000). Et aussi nos résultats sont cohérents avec plusieurs études telles
que celle publiée par (shipra Bhardawaj et al;2010) Ce que nous avons trouvé explique que

la concentration 50 mg est une concentration toxique et 5 mg est NOEL.

2. Paramétre enzymatique
2.1. Effet sur la GPx

La GPX est une enzyme antioxydant clé qui régule le niveau des ROS (la GPX et
capable de nos seulement de réduire le peroxyde d’hydrogene en eau, mais aussi les hydreux
peroxydes résultant de 1’oxydation de acides gras insaturées) et donc protégé les cellules.
(Weber et al, 2002)

Nous observons qui il y a une augmentation hautement significative (p<0.01) dans les
lots traitée par I’Imidaclopride (IMI) a dose (50mg/kg/jour) et il y a une augmentation
significative (p<0.05) chez le lot traitée par I’Imidaclopride (IMI) a dose (5mg/kg/jour) par
apport au groupe témoin.

L’augmentation de I’activité de cette enzyme est une réponse physiologique pour
compenser les dommages qui sont dus aux radicaux libres. Elle est due a leur activité accrue

dans le but de neutralisation de radicaux libres formé par le pesticide 1’activation de systéme
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antioxydants ce que prouve par I’induction de taux de GSH (e I’utilisation du GSH). Le méme

résultat a été obtenu par (Upasana kapoor ;2010),

3. Effet sur les variations de I’activité GST (Glutathion —S-transférase)
La glutathion S-transférase est une enzyme jouant un réle important dans la
détoxification des xénobiotiques et la protection contre les métabolites nocifs générés apreés la

dégradation des macromolécules (Hayes et Pulford., 1995).

Dans notre travaille nous observons qui il y a une diminution hautement significative
(P<0.01) chez le lot traitée par I’Imidaclopride (IMI) a dose (50 mg/kg/j) et une non
significative (p>0.05) chez le lot traité par 1’Imidaclopride (IMI) a dose (5mg/kg/j) par
apport ou groupe témoins. Le méme résultat a été obtenu par (Mithilish kumar
srivastava;2010).

Cette diminution de I’activité enzymatique de GST est due a cause de les molécules des
pesticides ou formation des complexes avec les protéines d’une manicre générale et

endommager les enzymes y compris ceux a 1’activité antioxydant. (Boumaza, (2017)

44






Conclusion et perspective

L’objectif de la présente étude était d’évaluer la néphro-toxicité de pesticide qui il est
I’Imidaclopride (IMI) chez le rat de Wistar qui provoque une perturbation des parametres de
stress oxydant qui différent en fonction de la dose d’administration .a la lumiere des résultats
obtenus, on peut conclure que le gavage de I’Imidaclopride (IMI) par voie orale a dose
5mg/kg/jour et 50 mg/kg/jour du poids corporel chez les rats males adultes a induit des
perturbations sur les parameétres de stress oxydatif des rats, nous avons trouvé qu’il y’a une

perturbation au niveau des paramétres évaluer conclure comme suivant :

e Une diminution significative au poids relative d’organe.

e Une diminution hautement significative dans 1’activité de GST.

¢ Une diminution significative (5mg/kg) et tres hautement significative (50mg/kg)
dans le taux de GSH.

¢ Une augmentation non significative (bmg/kg) et significative (50mg/kg) dans le
taux de MDA.

e Une augmentation significative (bmg/kg) et hautement significative (50mg/kg)
dans I’activité de de GPx.

e Une augmentation tres hautement significative et hautement significative dans les

parametres biochimiques (Créatinine, urée, I’acide urique).

Et comme perspective, il est nécessaire de faire des études histopathologies et

Physiologiques, méme comportementales pour bien étudier les effets de cette Néonicotinoide.
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*  Matériel utilisé dans les différentes étapes de I’étude
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Figure 20: Grand matériel de laboratoire et appareils

Figure 21: Petit matériel de laboratoire
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Matériel chimique

* TCA (Trichloro acétique).

* Anthrone.

* Acide sulfurique.

* Acide orthophosphorique (a 85%).

* Ether.

* Chloroforme.

* Ethanol (a 95%).

* BSA (Albumine sérum de boeuf).

* Sodium phosphate dibasique.

* ASS (Acide sulfosalicylique).

* Sodium phosphate monobasique.

*Tris.

* HCI.

* Na OH.

* Méthanol absolu.

* EDTA (Acide éthyléne diamine tétracétique).
* DTNB (I’acide 5-5’-dithio-bis-2-nitrobénzoique).



