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Abstract

The objective of the present study was to evaluate the neurotoxicity of an Imidacloprid
neonicotinoid at two doses (5 and 50 mg/kg/day) for 40 days at the mitochondrial level in
Wistar rats.

Our experiments targeted several basic areas of experimentation, starting with the work
of cellular enzymes and cell death. Our study is divided into several principal areas, studies of
mitochondrial oxidative stress parameters (mitMDA, mitGST), morphology parameters
(relative organ weight %). Evaluation of neurotransmitter parameters (AchE) and the effects
of Imidacloprid (IMI) on the structural and functional integrity of mitochondria (Respiration

Parameters, Membrane Permeability and Mitochondrial Swelling in the Whole Brain).

Our results show that Imidacloprid causes harmful effects on the organism resulting in
alterations in the balance of oxidative stress which translates into a disturbance of mitMDA
levels, mitGST activity, mitochondrial, respiration, swelling and mitochondrial permeability in
the brain as a whole. And that the intensity of toxicity increases with increasing dose, and thesis

what the results showed between the two doses 5 and 50 mg/kg/day.

Key Words: Wistar Rats, Oxidative Stress, Neonicotinoids, Imidacloprid, Mitochondria.



Résumé

L’objectif de la présente étude était d’évaluer la neurotoxicité d’un néonicotinoide
Imidaclopride a deux doses (5 et 50 mg/kg/jour) pendant 40 jours au niveau mitochondrial
chez les rats Wistar.

Nos expériences ont ciblé plusieurs domaines d'expérimentation de base, a commencer
par le travail des enzymes cellulaires jusqu’a la mort cellulaire. Notre étude est divisée en
plusieurs axes principales, 1’étude des paramétres de stress oxydatif mitochondrial(mitMDA,
mitGST), paramétres morphologique (poids relatifs d’organe %). L’évaluation des
paramétres de neurotransmetteurs (AchE) et L’effets de I’Imidaclopride (IMI) sur I’intégrité
structurale et fonctionnelle des mitochondries (Les parametres de respiration, perméabilité

membranaire et gonflement mitochondrial dans le cerveau total).

Nos résultats montrent que L'imidaclopride provoque des effets nocifs sur I'organisme se
traduit par des altérations dans le bilan de stress oxydatif qui traduit par une perturbation de
taux de mitMDA, I’activité de mitGST, mitochondrial, la respiration, le gonflement et la
perméabilité mitochondriale dans le cerveau en globale. 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.

Mots clés : Rats Wistar, Stress Oxydant, Néonicotinoides, Imidaclopride., Mitochondrie
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INTODUCTION

Introduction

Les pesticides regroupent plus d’un millier de substances actives ayant comme
caractéristique principale de lutter contre des organismes considérés comme nuisibles
(animaux, végétaux, champignons) et sont utilisés principalement en milieu agricole.
L’exposition aux pesticides peut se produire directement dans le cadre de leur fabrication ou de
leurs utilisations professionnelles ou domestiques, mais aussi indirectement par 1’air et
I'alimentation (Isabelle et al.,2019).

L’utilisation intensive des produits phytosanitaires, en particulier les insecticides, provoque
des effets indésirables sur les organismes vivants et leur environnement (Fanny, 2022). Dans
ce travail nous avons choisis I’imidaclopride car il est la nouvelle génération le plus utilisé dans
le monde et dans tous les domaines. Malgré que ce pesticide a des effets
neurodégénératives, cancérigenes, et tératogénes méme a faible concentration.

L’imidaclopride (IMI) est un néonicotinoide connus pour cibler les récepteurs
nicotiniques de I'acétylcholine (nAChR) chez les insectes, et potentiellement chez les
mammifeéres. il est capable d’induire un stress oxydatif par la génération des radicaux libres
(Benyahia et al., 2021). Ce dernier un des facteurs potentialisant I'apparition de maladies
plurifactorielles tels que les maladies neurodégénératives (Maiche, 2019) ainsi qu’une
perturbation de la structure de régions particulieres du cerveau (Fanny, 2022).

En effet, le cerveau est le plus grand consommateur d’énergie d’ou la production intense
des radicaux libres. Cette évidence explique I’importance du cerveau dans le corps, mais aussi
sa sensibilité aux xénobiotiques qui affectent globalement les enzymesmitochondriales, les
enzymes de détoxification, les neurotransmetteurs ou encore induisent la voie de signalisation
apoptotique, la nécrose cellulaire dans le cerveau (Gasmi, 2018).

Les travaux effectués dans le cadre de cette thése ont permis de caractériser chez les
rats Wistar, Nous avons tenté d’évaluer biochimiquement les conséquences d’une neurotoxicité
induite par 1’imidaclopride. On évalué le poids relatif, les paramétres du stress oxydatif non
enzymatiques (taux de Malondialdéhyde ou MDA) et enzymatiques (activités de glutathion-S-
transférase ou GST) au niveau mitochondrial. Ainsi que I’estimation des neurotransmetteurs

I’acétyle choline, et enfin en mesurant la respiration et le gonflement mitochondrial.


https://tel.archives-ouvertes.fr/search/index/?q=%2A&authFullName_s=Fanny%2BLouat
https://tel.archives-ouvertes.fr/search/index/?q=%2A&authFullName_s=Fanny%2BLouat

INTODUCTION

% La premiére partie de notre travail est une synthese bibliographique pour répondre a
I’objective de notre étude a travers une analyse des articles était consacrée a la

démonstration de I'impact des pesticides. Elle est divisée en trois chapitres :

Chapitre 01 : la Neurotoxicité
Chapitre 02 : la Mitochondrie
Chapitre 03 : les Pesticides

% La deuxiéme partie est consacrée a 1’étude expérimentale :

Déroule sur la description du matériel et produits utilisés ainsi que les procédures
expérimentales pour déterminer 1’effet toxique de 1’imidaclopride au niveau de mitochondrie
du cerveau par I’étude des paramétres de stress oxydatif mitochondriale (MitMDA, mitGST),
Paramétres morphologies (Poids relative d’organe %). L’évaluation des parameétres de
neurotransmetteurs (AchE) et L’effets de 1’'Imidaclopride (IMI) sur I’intégrité structurale et
fonctionnelle des mitochondries (les parameétres de respiration, perméabilité membranaire et
gonflement mitochondriales dans le cerveau total). Qui nous permet de comprendre la réalité
toxique de la néonicotinoide (Imidaclopride).






CHAPITRE 01 : LANEUROTOXICITE

I.  Systeme nerveux central
1. Définition
Le systéme nerveux central, constitué par I'encéphale comprenant le cerveau, le tronc cérébral,
et le cervelet situes dans la boite crénienne, et la moelle épiniére située dans le canal rachidien.
Son role est de recevoir, enregistrer, interpréter les signaux qui parviennent de la périphérie, et

I'organiser la réponse a envoyer (FIP, 2006).

Erscee—por»r = e

e B =2 — 2 § 5 —
L —— — 2 B o B B — = o —

Figure 01 : Le systéeme nerveux central (Mous, 2016).
2. Structure du systéme nerveux
Dans le systeme nerveux, le systéme nerveux central et le systeme nerveux périphérique. Le
SNC est constitué, de haut en bas, par I'encéphale (cerveau, tronc cérébral et cervelet) protégé
par le crane et la moelle épiniere protégée par la colonne vertébrale. Le SNP est en parfaite
continuité avec le SNC (Dridi, 2016), est formé de ganglions et de nerfs périphériques qui
irradient de 1’encéphale et de la moelle vers tous les points de l'organisme, assurant
I'acheminement des informations sensitives vers le SNC et des ordres du SNC vers les effecteurs

périphériques (Laouamri, 2020).
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Figure 02 : les grandes divisions du systeme nerveux (Antoine, 2022).
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3. Fonction du systéme nerveux
Le systeme nerveux (SN) est spécialisé dans la conduction, la transmission et le traitement des
informations. Présent dans toutes les régions du corps, il représente un des plus importants
moyens de communication de I'organisme (Jacques, 1978).

I. Lecerveau

1. Définition
Le cerveau humain est un organe impair de forme schématiquement ovoide a grand axe
Antéropostérieur (Benabdallah, 2016). Il désigne le tissu qui se trouve a I’intérieure du crane.
I ne s’agit en fait que d’une partie du SNC (Bryan et al.,2019).

2. Description macroscopique
Bien que le cerveau humain représente seulement 2% du poids total du corps humain
(Benguerrah,). Dont le poids du cerveau varie de 1400 a 1800 gramme le volume moyen est
de 1100 cm? chez la femme et de 1400 cm® chez ’homme. 11 occupe la boite cranienne, mais il
n’est pas en contact directe avec la cavité osseuse. Il baigne dans le liquide cérébro-spinal a
I’intérieur d’une enceinte liquidienne (Belarouci et al.,2012).
Le cerveau est formé de deux hémispheres droit et gauche, incompletement séparés 1’un de
I’autre par la scissure inter hémisphérique marquée par la faux du cerveau et réunis 1’un a I’autre
a leur partie central (FIP, 2006). Ces 2 hémispheres sont constitués du cortex (substance grise)
et d’une substance blanche. Chaque hémisphére est creusé par des sillons profonds qui
délimitent des lobes. (superprof).

3. Description microscopique

Le tissu nerveux est composeé de 2 types de cellules, les neurones et les cellules gliales

(FIP, 2006) La facon dont se groupent les différentes parties de ces cellules permettent de
distinguer, a tous les niveaux du SNC, la substance grise (SG) et la substance blanche (SB)
(Jacques, 1978).

Les neurones sont I’unité de travail de base du cerveau. lIs transmettent 1’information sous
la forme d’un courant électrique, d’un point a un autre du SNC. Ils sont extrémement nombreux
environ 100 milliards par individu.

Les cellules gliales nourrissent, entretient isolent les neurones et communiquent avec eux elles
sont 10 fois plus nombreuses que les neurones. Parmi ces cellules on distingue les astrocytes,

les oligodendrocytes et les cellules microglials (CSNC).
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Il.  Neurotoxicité
1. Définition
La neurotoxicité développementale est définie comme étant une altération de 1’intégrité

du systeme nerveux central, par le changement de sa structure, sa chimie ou ses fonctions suite
a I'exposition, durant la période précoce de son développement (prénatal et postnatal), a certains
agents toxiques (chimiques, biologiques ou physique). De nombreuses études incriminent des
agents toxiques dans 1’atteinte, des millions d'enfants, a travers le monde, par les troubles de
neurodéveloppement tels lI'autisme, le déficit d'attention, I'hyperactivité et la dyslexie (Dridi,
2016). Ces troubles semblent affecter 10-15% de toutes les naissances dans le monde (Bloom
et al., 2010)

2. Les maladies neurodégénératives

2.1.Définition
Les maladies neurodégénératives est caractérisée par une évolution imprévisible, rapide ou
longue, défiant toutes les lois du temps (Dans, AES, 2012). Ainsi que ce mot est composé du
préfixe «neuro-» qui désigne les cellules nerveuses, les neurones, et du radical
« dégénérescence » qui renvoie au processus biologique de perte progressive de structures ou
de fonctions, affectent le cerveau, la moelle épiniere, voire tout le systeme nerveux. Elles se
caractérisent par des Iésions consécutives a des mécanismes de dégénerescence encore
inconnus. Elles entrainent la mort des cellules nerveuses (MND, AMT au CEA, 2021).parmi

les MND Alzheimer, la chorée de Huntington, Parkinson.
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Figure 03 : Comparaison d’un cerveau sain et d’un cerveau d’un patient atteint de la maladie

d’Alzheimer (Garrondo, 2017).
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3. Larelation entre les pesticides et les maladies neurodégénératives
De récentes études epidémiologiques suggerent que les pesticides pourraient contribuer

au développement de maladies neurodégénératives, comme les maladies de Parkinson et
d’Alzheimer. Au sein de la famille des pesticides, les insecticides sont souvent les plus
incriminés pour leur caractére neurotoxique. Néanmoins, leurs mécanismes de neurotoxicité et
leur impact en santé publique demeurent largement inexplorés (Barouki, 2013).

4. Les effets neurotoxiques des pesticides

Les effets neurotoxiques peuvent étre classés en quatre groupes principaux : Neuropathies
ceux qui causent une perte des neurones par apoptose ou nécrose. Axonopathies : ceux qui
entrainent une dégénérescence des axones Myélinopathies : ceux qui alterent la structure de la
myeéline. Ceux qui affectent la neurotransmission, en interférant avec la libération ou la
recapture des neurotransmetteurs, ou en agissant comme agoniste/ antagoniste de récepteurs.
La quasi-totalité des insecticides ciblent le systeme nerveux central des insectes, en agissant
comme agonistes des récepteurs de 1’acétylcholine (ACh) de type nicotinique, ou comme
inhibiteurs des récepteurs de I’acide y-aminobutyrique (GABA), en perturbant la transmission
synaptique par une action sur les canaux dépendant du sodium et du voltage, ou encore en
bloquant I’action de I’acétylcholinestérase (AChE). Ces effets ubiquitaires sont a I’origine de
leurs actions sur les récepteurs des mammiferes, et expliquent leur nocivité chez ’homme
(Benabdallah et al., 2016).
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I.  La Mitochondrie
1. Définition
La mitochondrie est un organite ubiquitaire chez les cellules eucaryotes aérobies engagée dans
différentes réactions biochimiques, se trouve dans toutes les types cellulaires sauf les globules
rouges (Rachidi, 2011). En effet, elle est le siége de la respiration et le lieu de production de
I’ATP, servant a tout le métabolisme des étres vivants. La mitochondrie est un organite semi-
autonome qui possede son propre ADN qui permet de coder pour certaines sous-unités des
protéines de sa structure et de son fonctionnement, cependant elle est obligée d'importer la plus
grande majorité des protéines qui lui sont nécessaires (Guerrero,2005) Chaque cellule contient
1000 a 3000 mitochondries selon les types cellulaire. Elles sont trés dynamiques et leur

morphologie varie selon les demandes énergétiques de la cellule (Nunnari et al., 2012).
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Figure 04 : Représentation schématique d’une mitochondrie (Logan et al., 2006).
a. Représentation d’une coupe transversale d’une mitochondrie (baffle model) (Logan et
al., 2006).
b. Représentation schématique détaillée de la jonction des crétes mitochondriales (Logan
et al., 2006).
2. Origine des mitochondries
Les premiéres mitochondries furent observées dans le muscle en 1857 par Rudolph Albert VVon
Kolliker, un médecin anatomiste Suisse qui publia de nombreux ouvrages entre 1850 et
Aujourd’hui, cette théorie est largement acceptée et a été corroborée par certaines
caractéristiques bactériennes maintenues chez les mitochondries. 1890 pour décrire les
différentes structures cellulaires présentes dans les tissus humains. C’est dans les années 1960

que Lynn Margulis, une microbiologiste américaine, émis 1’hypothése selon laquelle les
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mitochondries des cellules eucaryotes actuelles proviendraient de I’incorporation par
endocytose incompléte d’une alpha-protéobactérie par une cellule proto-eucaryote anaérobie
primitive. Ce phénomene évolutif de symbiose a permis a la cellule hote d’utiliser 1’oxygene
pour produire de 1I’énergie et ainsi de survivre en condition aérobie. ((Martin et al., 2015) ;
(Archibald et a.l, 2015) ; (Zimorski et al., 2014) ; (Ku et al.,2015)).
3. Structure de la mitochondrie
Décrites pour la premiére fois par Kolliker et Flemming dés le XIX®™ siécle, les
mitochondries, organelles cytoplasmiques, apparaissent sous forme de granules ovoides plus
ou moins allongées avec deux aspects typiques : globulaires (de 0,5 & 1 pm) et filamenteux
(usqu’a 10 pm)de long d’ou leur appellation, introduite en 1898, avec les mots
grecs mitos (filaments) et chondros (granules). Présente dans toutes les cellules (exception
faite des hématies), la morphologie de la mitochondrie est variable d’un tissu a un autre. 1l est
admis aujourd’hui que ces organites “ polymorphes > possedent une structure plastique et
changent souvent de forme par fusion de deux mitochondries ou fission d’une mitochondrie
(Alberts et al., 2002 ;Okamoto et al., 2005).
En 1956, Werkheiser et Bartley postulaient 1’hypothése de I’existence de deux phases
aqueuses distinctes, physiquement séparées, a I’intérieur d’une mitochondrie (Scheffler, 2008).
Ces deux phases sont délimitées par deux membranes de nature et de composition tres
différentes :
% Une membrane externe, uniforme (lisse) et continue, d’épaisseur voisine de 7 nm,
de composition semblable a celle de la membrane cytoplasmique (60 % de protéines et 40
% de lipides) perméable a de nombreuses molécules de faible Poids Moléculaire (PM) d’une
taille inférieure a 5000 Dalton (Da) (Popov et al., 2005).
¢ Une membrane interne, de composition particuliere (80 % de protéines et 20 % de
phospholipides). La membrane interne est riche en phosphatidyl-choline et en
cardiolipine,ce dernier phospholipide est localisé exclusivement dans la membrane interne
des mitochondries des mammiféres ou il est responsable avec les phosphatidyl-cholines de
sa forte imperméabilité. Elle constitue une barriere sélective.  Seules certaines
petites molécules neutres (O2, H20, CO2 et NH3) qui peuvent diffuser passivement. La
plupart des ions et les molécules utilisent un  transporteur  spécifique  pour traverser
cette membrane.
Ces deux membranes délimitent un espace inter-membranaire large de 10 a 20 nm dont la
composition est trés proche de celle du cytosol. Il contient une forte concentration en protons

qui luiconferent une charge positive (figure 05) (Alberts et al., 2002).
8
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La matrice mitochondriale, d’aspect concentré et finement granuleux, contient des mito-
ribosomes, des réserves lipoprotéiques, des cristaux protéiques, des cristaux de substances

minérales, des molécules d’ADNmt organisees en nucléoide (Mannella et al., 2006).

Intermembrane
space

Outer Cristae junctions
membrane

Inner

Figure 05 : Structure de la mitochondrie. (Lodish et al., 2005). (Alberts et al., 2 002).

A. Représentation schématique de la mitochondrie (Lodish et al., 2005).

B. Photographie d’une mitochondrie de cellule hépatique humaine prise sous Microscopie

Electronique a Transmission (MET) x 20000 (Alberts et al., 2002).
I.  Fonctions mitochondriales

Véritable centrale énergétique de la cellule, la mitochondrie est le siége des voies métaboliques
terminales de dégradation des molécules bioénergétiques (-oxydation des acides graset cycle
de Krebs) et de la phosphorylation oxydative. Elle participe également dans des processus
cellulaires clefs notamment 1’apoptose, 1’homéostasie calcique, le métabolisme des acides
aminés, la synthése lipidique et la production d’EROs. La fonction principale de la mitochondrie
est la production d’énergie, réalisée via les oxydations phosphorylantes (Scheffler, 2008)

1. Le métabolisme énergétique
La mitochondrie produit I’essentiel de I’ATP cellulaire, principal donneur d’énergie libre dans
les systémes biologiques. L’hydrolyse de I’ATP est trés exergonique et peut étre couplée a de
treés nombreuses réactions endergoniques au sein de la cellule. La variation d’enthalpie libre
lors de la transformation de I’ATP en ADP vaut -51,8 kJ/mole. L’ATP est pour cette raison une
molécule riche en énergie chimique d’hydrolyse, mais qui ne doit pas étre considérée pour
autant comme une réserve énergétique car la demi-vie de I’ATP est d’environ une minute
alors que les besoins quotidiens pour un homme adulte sont estimes a 70 kg ; le taux de
renouvellement de cettemolécule est tres important (Houten et al., 2010).

2. LaR-oxydation
Les acides gras, stockés dans le tissu adipeux sous forme de triglycérides, sont libérés par

I’action de lipases puis actives en acyl-coenzyme A (acyl-CoA) par I’acyl-CoA

9
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synthétase, en présence d’ATP et de coenzyme A. Les acides gras activés doivent ensuite
pénétrer dans la matrice mitochondriale pour y étre dégradés. Ce transport se fait par simple
diffusion pour lesacides gras a chaine courte ou moyenne. Pour les acides gras a longue chaine,
un mécanisme de transport specifique est nécessaire. Dans la matrice mitochondriale, les acyl-
CoA sont degradés par un cycle récurrent de réactions : la -oxydation.
La premiere étape est une oxydation liée au FAD (Flavine Adénine Dinucléotide).
Les trois réactions suivantes correspondent a une hydratation, une oxydation liée au
NAD (Nicotinamide Adénine Dinucléotide) et une réaction de thiolyse par le groupe thiol d’une
molécule de coenzyme A. Cette derniére, catalysée par la B-cétothiolase, libére une
moléculed’acétyl-CoA et un acyl-CoA amputé de 2 atomes de carbone. A chaque cycle, la
chaine est réduite de 2 carbones produisant de 1’acétyl-CoA qui entre dans le cycle de Krebs
ainsi que 2 coenzymes réduits NADH et FADH2 (Kompare et al., 2008).

3. Lecycle de Krebs
Le cycle de Krebs est la voie terminale d’oxydation des molécules énergétiques (acides
aminés, acides gras et glucides). La plupart de ces molécules entrent dans le cycle sous forme
d’acétyl-CoA. Les réactions du cycle de Krebs s’effectuent dans la matrice mitochondriale. Les
étapes d’oxydation du cycle de Krebs produisent des équivalents réducteurs qui sont acceptés
par le NAD et le FAD. Chaque cycle produit ainsi 3 NADH et un FADH>. Les coenzymes
réduits, NADH et FADH>, produits par la p-oxydation et le cycle de Krebs transférent ensuite
leurs d@idrsréducteurs a la chaine respiratoire mitochondriale (CRM) (Lanza et al., 2010).

4. La phosphorylation oxydative
Le systéme d’oxydation phosphorylante est composé de 5 complexes enzymatiques localisés
dans la membrane mitochondriale interne. Les complexes | a IV constituent la chaine
respiratoire dont la fonction est de transférer les électrons fournis par les coenzymes réduits,
NADH et FADH: jusqu’a I’oxygeéne moléculaire en utilisent de multiples centres d’oxydo-
réduction : flavines, complexes Fer-Soufre, hémes ainsi que les ions cuivre. Les électrons
fournis par le NADH entrent dans la CRM au niveau du complexe | et ceux fournis par le
FADH> au niveau du complexe 11.Ces quatre complexes enzymatiques sont connectés par des
transporteurs mobiles d’électrons : ’'ubiquinone qui fait le lien entre les complexes I et II et le
complexe 11, le cytochrome ¢ qui fait le lien entre le complexe Il et le complexe IV. Le
transfert des électrons le long de la CRM est coupléa une translocation de protons depuis la
matrice mitochondriale vers 1’espace inter-membranaire (Houten et al., 2010). Le cinquieme
complexe enzymatique, I’ATP synthase, intervient dansla dissipation du gradient de protons

formé précédemment et qui couple le retour des protons vers lamatrice mitochondriale a la
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synthése d’ATP a partir d’ADP et de Pi. L’oxygéne, accepteur final d’électrons, est alors réduit
en eau (figure 06) (Gnaiger et al., 2003).

Cormplex Coraplex IT Coraplex IIT Corplex IV Coraplex ¥

..........

102 H+ HO Py

Cytochrore ¢ oxidase

oef f»of D
PPFi Pi ADP

L [ Doraine
) | !
Succinate Cytochrome bel corplex
NADH
NAD+O OH+
o) 00
3H+  ATPH20

Figure 06 : Représentation schématique de I’organisation de la chaine respiratoire
mitochondriale humaine (Gabaldon et Huynen, 2005).
5. L’apoptose
L’apoptose est un processus de mort cellulaire actif génétiquement programmé dont il existe
deux voies distinctes : la voie extrinséque (hnommeée aussi voie des récepteurs de mort) et la voie
intrinséque (dite mitochondriale). Cette voie consiste en la perméabilisation de la membrane
externemitochondriale qui meéne a la libération dans le cytosol de molécules situées initialement
dans I’espace inter-membranaire, capables d’initier et de réguler 1’activation des caspases
susceptibles decliver plusieurs substrats cellulaires (Wang et al., 2009).
Deux mécanismes de perméabilisation de la membrane externe sont proposés. Le premier
consiste en I’ouverture d’un canal, le pore de Transition de Perméabilité (PTP) qui permet la
dilatation de la matrice et la rupture de la membrane externe. Le second implique la formation
d’un pore au niveau de la membrane externe par des protéines pro-apoptotiques de la famille
de Bcl-2 (Bax et Bak) (Grimm et al., 2007). La création de ces pores conduit a la libération de
différents facteurs pro-apoptotiques dont le cytochrome c et I’endonucléase G. Une fois
libérées, ces protéines transloquées au niveau du noyau vont participer a la condensation et a la
fragmentation de la chromatine (Riedl et al., 2007).
6. L’homéostasie calcique
La régulation calcique fait intervenir des phénoménes d’extrusion et de séquestration du
calcium via des canaux au niveau de la membrane plasmique, du réticulum endoplasmique et
de la mitochondrie (Kann et al., 2007 ; Baughman et al., 2011).
Le calcium localisé dans la matrice, régule les fonctions mitochondriales en participant a la
production d’ATP, au controle redox et a 1’apoptose. Des élévations de la concentration

calcique mitochondriale stimule 1’activité des déshydrogénases du cycle de Krebs et celle des

11



CHAPITRE 02 : LA MITOCHONDRIE

complexes IV et V de la chaine respiratoire. L’entrée du calcium du cytosol vers la
mitochondrie nécessite un potentiel de la membrane mitochondriale élevé (Brookes et al.,
2004).
La sortie du calcium de la mitochondrie se fait probablement par I’antiport Ca®*/Na*
NCLX/NCX etpar le pore de transition membranaire dont 1’ouverture est réalisée dans des
conditions apoptotiques (Palty et al., 2010).

7. Les especes réactives de ’oxygéne
La mitochondrie est le site majeur de production cellulaire des EROs qui peuvent étre des
radicaux libres ou des molécules comme 1’anion superoxyde (O2.-) ou 1’oxyde nitrique. Ces
radicaux libres peuvent diffuser dans le cytoplasme et a travers les membranes, pour aller altérer
des composants cellulaires éloignés de leur site de production ou encore pour atteindre d’autres
cellules. De plus, I’attaque des composants cellulaires organiques engendre la transmission
d’une cascade radicalaire, soit a I’intérieur d’'une méme molécule, soit & I’intérieur d’un méme
tissu en agissant d’une molécule aune autre. En absence d’équipement antioxydant tissulaire
efficace, le phénomene de dégradation connait une progression rapide, qui, apres interaction
avec les autres systémes tissulaires, devient trés vite exponentielle (Turrens et al., 2003).
I11.  Le Stress oxydant

1. Définition
Le stress oxydant se définit par un déséquilibre entre la production d’espéces radicalaires (ou
réactives) de I'oxygeéne (ERO) et les capacités cellulaires antioxydantes. Les ERO ont
longtemps été considérées comme des sous-produits toxiques du métabolisme normal de
I’oxygene et impliquées dans de nombreuses pathologies (Med Sci, 2011).

2. Origine du stress oxydant
La découverte d'especes chimiques radicalaires présentes normalement dans I'organisme a
bouleversé notre compréhension des mécanismes biologiques. Ces radicaux libres sont produits
par divers mécanismes physiologiques car ils sont utiles pour I'organisme a dose raisonnable
(Alain, 2003). Trois principales familles d’oxydants sont actuellement connues et a 1’origine
de nombreux effets biologiques. Il s’agit des formes réactives de 1’oxygeéne (FRO), des
oxydants chlorés et enfin des formes réactives de I’azote (FRN) (Morena et al., 2002). Mais la
production peut devenir excessive ou résulter de phénomeénes toxiques exogenes et I'organisme
va devoir se protéger de ces exces par différents systémes antioxydants. Dans ces circonstances
normales, on dit que la balance antioxydants/pro oxydants est en équilibre. Si tel n'est pas le
cas, que ce soit par déficit en antioxydants ou par suite d'une surproduction énorme de radicaux,

I'exces de ces radicaux est appelé stress oxydant (Alain, 2003).
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3. Un radical libre

3.1. Définition
Les radicaux libres sont des espéces chimiques, paramagnétiques, éventuellement peu stables,
caractérisees par un ou plusieurs électron non apparié ou célibataire sur leur orbitale externe
(Ziadane, 2019). Leur durée de vie est de I'ordre du millioniéme de seconde, les radicaux libres
cherchent a retrouver une stabilité en attirant les électrons de particules voisines, transformant

celles-ci en radicaux libres a leur tour dans une réaction en chaine. (Philippe, 2010).

Electron Manquant
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Figure 07 : schémas représentant un radical libre ( Hébé, 2017).
3.2.Formation de radicaux libres
Au niveau de la respiration mitochondriale, I’inhibition du transfert d’électron par découplage
de la phosphorylation oxydative entraine une modification du potentiel REDOX favorisant
1’auto-oxydation des biomolécules et la génération des ERO. (Bensakhria, 2018)
3.3.Les principaux sites de la production mitochondriale des EROs

Deux sites principaux sont responsables de la production mitochondriale des EROs : le
complexe | et le complexe 11 de la chaine respiratoire (Turrens et al., 2003).
s Le complexe |
La production de I’anion superoxyde au niveau du complexe I serait due a 1’addition directe
d’un électron a I’oxygene par 1’un des 7 centres Fe-S qui composent ce complexe ou de maniére
indirectea la réduction de quinones externes. Ces quinones alors sous la forme semi-quinone
sont tres instables et peuvent réduire ’oxygéne en O2.. Le groupement Flavine Mono-
Nucléotide (FMN) serait également capable de générer I’anion superoxyde. Le complexe I
controle majoritairement la respiration et la production d’ATP. Ainsi, de nombreuses maladies
qui présentent un défaut de phosphorylation oxydative lié a ce complexe sont dues a une mort
cellulaire par une production trop importante des EROs et a une diminution des
capacités respiratoires dans ces tissus. En outre, des mutations de ce complexe, décrites

dans plusieurs maladies neurodégénératives, sont responsables d’altérations du développement
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cérébral et sont impliquées dans des encéphalopathies par une mort neuronale qui survient dans
les cerveaux de ces patients (Nishioka et al., 2010).
s Le complexe Il1
Le complexe Il est quant a lui, responsable de la production d’O; par I’intermédiaire du
coenzyme Q sous sa forme ubi-semi-quinone. Certains travaux ont récemment révelé que des
EROs pouvaient également étre générées a partir du complexe Il (Gleason et al., 2011).

4. Facteurs influencant le stress oxydatif
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Figure 08 : facteurs initiateurs du stress oxydant (Joris, 2015).

5. Moyens de lutte contre le stress oxydatif
Les systemes de défense de I’organisme contre ’activité des ERO, sont multiples et complexes
et comprennent soit des systémes de prévention qui empéchent la formation des ERO soit des
systémes de réparation ou d’élimination des cibles biologiques endommagées (Michel, 2012).
On peut distinguer deux types du systéme antioxydant :

1. Le systeme antioxydant enzymatique
Les principaux systéemes enzymatiques antioxydants sont :

1.1.Superoxyde dismutase
Les superoxydes dismutases (SOD) sont une classe de métallo enzyme (Ibtissem, 2016). Le
role majeur du SOD est de catalyser la dismutation des ions superoxydes en peroxyde
d’hydrogéne et en oxygéne moléculaire (Delattre et al., 2005).

1.2.La catalase
C’est une enzyme que l’on retrouve principalement au sein des peroxysomes, dans les
hépatocytes, les érythrocytes et les cellules rénales (Thomas, 2016), ce dernier capable de
transformer le peroxyde d’hydrogene en eau et en oxygene moléculaire (Delattre et al., 2005).
Elle se retrouve dans les liquides extracellulaires ainsi que dans les cellules, au sein du cytosol

et des mitochondries (Thomas, 2016).
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1.3.Glutathion peroxydase
L’activité du glutathion peroxydase, ou GPx, est de détoxifier le peroxyde d’hydrogene et
d’autres hydroperoxydes d’origine lipidique en couplant la réduction de I’hydroperoxyde avec
I’oxydation d’un substrat réducteur (Delattre et al, 2005).

1.4.La glutathion S-transférase (GST)
La glutathion S-transférase joue un rble central dans la détoxification des ROS par
le GSH avec transport intermembranaire, de liaison et de détoxification des cellules avec la GR
et la GPX. Donc elle permet le transport du GSH vers les compartiments cellulaires subissant
des dommages oxydatifs (Philippe, 2013).

2. Le systeme antioxydant non enzymatique
Les principaux systémes non enzymatiques sont :

2.1. Le glutathion
Le glutathion est un tripeptide constitué d’acide glutamique, de cystéine et de glycine
(y-L-Glutamyl-L-cystéinylglycine). Le groupement amine de la cystéine est lié a la fonction
acide en y de I’acide glutamique. La fonction thiol de la cystéine porte les principales propriétés
de ce peptide (Thomas, 2016), il représente une composante antioxydante importante, car c'est
le substrat de plusieurs enzymes antioxydantes (Halliwell et al., 1999). Il peut se retrouver la
forme réduite (GSH) ou sous forme oxydé (GSSG).

3. Autre moyen
la lutte contre le stress oxydant représente une des priorités des chercheurs au cours de ces
derniéres années(Azouaou), Les substances antioxydantes les caroténoides comme le b-
caroténe, le lycopéne et la lutéine, l'acide ascorbique, les tocophérols, les flavonoides, les
extraits de thé vert, de baie de myrtille et de raisins présentent des effets synergiques efficaces
pour lutter contre le stress oxydant et ses effets déléteres nous protégeant du vieillissement
acceléré des nombreuses pathologies dégénératives liées a I'age et de la composante oxydative

des pathologies aigués ( Burgos, 2022).
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Figure 09 : Neutralisation d'un radical libre par un antioxydant (Hocine et al.,2017).
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I11.  Dysfonctionnements mitochondriaux et pathologies mitochondriales
1. Les maladies mitochondriales

Les maladies mitochondriales, mitochondriopathies ou cytopathies mitochondriales,
rassemblent un groupe hétérogéne de pathologies métaboliques avec pour seul dénominateur
commun un déficit de la phosphorylation oxydative qui provoque, par accumulation
d'équivalents réduits (NADH, FADH2), une modification profonde des équilibres d'oxydo-
réduction cytoplasmiques et mitochondriaux. Ces anomalies peuvent étre causees pardes
mutations, acquises ou héritées, dans la molécule d’ADNmt ou dans les génes nucléaires codant
pour le protéome mitochondrial. Outre le déficit énergétique, la surproduction d’EROs, les
déséquilibres redox et une susceptibilité accrue a 1’apoptose pourraient participer a la physio-
pathologie de ces cytopathies (Dimauro, 2004 ; Zeviani et Carelli, 2007).

Le premier cas de mitochondriopathie a été décrit en 1962 chez une patiente souffrant d’une
dérégulation sévere du métabolisme et possédant des mitochondries avec un aspect anormal
(Luft et al., 1962). Depuis, leur nombre n’a cessé d’augmenter. Malgré leur multiplicité,

les maladies mitochondriales font toutefois partie de la classe des maladies dites “ rares
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Figure 10 : Particularité des atteintes multi-systémiques des maladies mitochondriales
(Johns ,1995).

2. Les syndromes associés aux maladies mitochondriales
Les syndromes associés aux maladies mitochondriales décrites dans la littérature sont le résultat
du recensement d’un certain nombre de symptomes observés chez la plupart des patients, et
souvent accompagnés de manifestations cliniques facultatives. Leur classification
est rendue difficile car elle peut se faire sur la base de différentes caractéristiques
(manifestations cliniques, type de mutation et mode de transmission). Celle proposée ci-
dessous repose en premier sur 1’origine mitochondriale ou nucléaire des mutations. Cependant,
il convient de préciser qu’un méme syndrome pourra étre retrouvé dans les deux classes et que

des mutations d’origine différente peuvent engendrer des symptomes similaires (Thorburn et

al., 2004).
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3. La mitochondrie, une cible de choix des pesticides neurotoxiques
Le métabolisme énergétique et la dynamique mitochondriale sont fréquemment affectés dans
les maladies neurodégénératives. Le rble crucial des mitochondries dans la physiologie
neuronale en fait I’une des principales cibles des insecticides. Plusieurs hypothéses suggérent
que les pesticides pourraient pénétrer dans les cellules directement au travers de la membrane
ou grace a des mécanismes de transport. Ainsi, ils pourraient agir directement sur 1’équilibre
NADH/ NAD + en augmentant les especes reéactives oxygénées qui perturberaient le
fonctionnement mitochondrial. Mais ils pourraient également agir directement sur le complexe
| de la chaine respiratoire entrainant une augmentation des ERO, une induction des mécanismes
apoptotiques par une libération du cytochrome c et une activation des caspases, une altération
de ’ADN nucléaire, ainsi qu’une oxydation et une agrégation des protéines, telles que 1’ a-

synucléine ( Steeve et al., 2013).
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I.  Geénéralité
1. Définition
Le terme pesticide dérivé du mot anglais pest (ravageur), désigne toutes les substances
naturelles ou synthétiques (ANES, 2010), qui peuvent contréler, attirer, repousser, tuer ou
arréter le développement des organismes vivants (microbes, animaux ou végétaux) considérés
comme nuisibles aux développements des productions agricoles, a I’hygiéne ou a la santé
publique (les cafards dans les habitations et les insectes parasites comme les poux) et a la santé
vétérinaire (Damalas et al., 2011).
2. Classification des Pesticides
En général les substances actives sont classées (Barriusso et al.,2005) en fonction de :
¢ Lanature de I’espéce a combattre (premier systéme de classification),
¢+ La nature chimique de la principale substance active (deuxieme systéme de classification).
2.1. Premier systeme de classification
Il repose sur le type de parasites & controler. Il existe principalement trois grandes familles
d’activités (Mrabet, 2006) :
% Les Herbicides :
Ce sont les plus utilisés dans le monde en tonnage et en surface ; ils permettent d’éliminer les
mauvaises herbes des cultures.
% Les Insecticides :
Ce sont les premiers pesticides utilisés et les plus utilisés en Algérie. lls sont destinés a détruire
les insectes nuisibles.
% Les Fongicides :
Ils permettent de lutter contre les maladies cryptogamiques qui causent de graves dommages
aux vegétaux cultivés. Ils combattent la prolifération des champignons pathogenes (Margoum,
2010).
Outre, ces trois grandes familles, d’autres peuvent étre citées en exemple les taupicides, les
acaricides, les rodenticides.
2.2.Deuxieme systeme de classification
Le classement se fait en fonction de la nature chimique de la substance active. On distingue les
Pesticides Organiques, Organochlores, Organophosphorés, Carbamates, Triazines, urées

substituées, pyréthrénoides.
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¢ Les Pesticides Inorganiques :
En général ce sont des éléments chimiques qui ne se dégradent pas. Leur utilisation entraine
souvent de graves effets toxicologiques sur I’environnement par accumulation dans les sols. Le
plomb, I’arsenic et le mercure sont fort toxiques (Boland, et al.,2004).
% Les Biopesticides :

Ce sont des substances dérivées de plantes ou d’animaux. Elles peuvent étre constituées
d’organismes tels que les moisissures, les bactéries, les virus, les nématodes, les composés
chimiques dérivés de plantes et phéromones d’insectes.
La présence de certains groupements fonctionnels et/ou atomes confere aux pesticides certaines
propriétés physico-chimiques (ionisabilité, hydrophobie, solubilité, persistance).

3. L’intérét de I’utilisation des pesticides
Dans I’agriculture les pesticides sont utilisés pour lutter contre les insectes, les parasites, les
champignons et les herbes estimés nuisibles a la production et & la conservation de cultures et
produits agricoles ainsi que pour le traitement des locaux (Mokhtari, 2012).
Dans I’industrie ; en vue de la conservation de produits en cours de fabrication (textiles,
papiers), vis-a-vis des moisissures dans les circuits de refroidissement, vis-a-vis des algues et
pour la désinfection des locaux (Zeboudji, 2005).
Dans les Constructions, pour protéger le bois et les matériaux.
En Médecine : Paludisme, malaria, typhus, et autres épidémies (Zeboudji,2005).

4. Toxicocinétique de pesticides
La contamination de ’homme par les pesticides peut se faire par différentes voies. Il peut les
absorber via les aliments et 1’eau ou par contact avec la peau ou encore par inhalation. Certains
produits qui présentent une toxicité aigué importante peuvent étre éliminés facilement par
I’organisme (Lidth, 2004).
A T’inverse, d’autres substances de toxicité moindre sont susceptibles de s’accumuler dans
I’organisme et d’induire des effets a plus long terme qui sont difficilement quantifiables. Par
ailleurs ces produits sont transformés parallélement en différents métabolites susceptibles
d’engendrer d’autres répercutions sur 1I’organisme humain (Boland et al., 2004).

5. Effets des pesticides sur la santé
Les préoccupations de I’exposition aux pesticides sur la santé sont liees aux intoxications aigués
et chroniques, autant pour la population générale
Une exposition aigué aux pesticides peut engendrer des symptomes non spécifiques tels que
des céphalées, des nausées, des vomissements et peut aussi entrainer des déces

(Boland, 2005).
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Les associations entre 1’exposition chronique aux pesticides et certains problémes de santé (ex.
. effets neurologiques, tératogénes, cancérigénes, sur la reproduction et sur le développement
de I’enfant) sont plus ou moins robustes et fiables, notamment en raison des limites
méthodologiques de ces études, particulierement en ce qui a trait a la caractérisation de
I’exposition (Mrabet, 2006 et Calvet,2005) Néanmoins, certaines données scientifiques
tendent & démontrer qu’une exposition chronique aux pesticides, davantage observée en milieu
de travail, pourrait mener au développement de cancer de la prostate, de myélome multiple, de
lymphomes non hodgkiniens et de la maladie de Parkinson (Barriusso,2005).
Les effets des pesticides sur la santé peuvent varier, entre autres, selon la formulation (ex.
poudre ou liquide), les propriétés toxicologiques des matieres actives, leur interaction, le mode
et les conditions d’application, les voies d’exposition, la nature des adjuvants et des autres
produits dans la préparation commerciale (Kim et al., 2017 ; Mesnage, 2018).

6. Toxicité des pesticides

6.1.Toxicité aigué (ou a court terme)
Elle se manifeste généralement immédiatement ou peu de temps (quelques minutes, heures ou
jours) apres une exposition unique ou de courte durée a un pesticide. (Mokhtari, 2012). Les
cas d’intoxication aigué par les pesticides représentent une morbidité et une mortalité
conséquentes dans I’ensemble du monde. Les pays en développement sont particuliérement
vulnérables en raison d’un manque de réglementation, de systémes de surveillance,
d’application des régles et de formation et d’une insuffisance de I’accés aux systémes
d’information. Des études antérieures ont mis en évidence une grande variabilité des taux
d’incidence de ces intoxications aigués (Simpson, 2002).

6.2.La toxicité chronique
Survient normalement suite a I'absorption répétée de faibles doses de pesticides. Le délai avant
I'apparition de symptdmes ou d'une maladie peut étre trés long. Dans certains cas, il peut étre
de plusieurs années. Les effets chroniques des pesticides sur la santé sont typiquement le cancer.
D'autres effets ont été observeés chez les mammiferes tels que la perturbation du développement
du feetus et le déréglement des systémes reproducteurs, endocriniens, immunitaires et/ou
nerveux central (INSPQ, 2007).

Il.  Neonicotinoides

1. Généralité (Définition)
Les néonicotinoides sont des analogues synthétiques de la nicotine, alcaloide naturel extrait des
feuilles de tabac, utilisée depuis des siecles comme insecticide (Jeschke, 2011 ;Seifert,2005).

Ils sont des insecticides de synthése dont la structure moléculaire et le mode d’action sont
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similaires a la nicotine, un composé végétal naturel largement utilisé comme insecticide avant
la Seconde Guerre mondiale (Hopwood et al., 2012). Les néonicotinoides sont la nouvelle
classe majeure d’insecticides utilisés dans le monde pour la protection des cultures et comme
traitements pour les soins animaux (Honda et al., 2006).

Les néonicotinoides les plus couramment utilisés sont : le thiaclopride, 1’imidaclopride,le
thiamethoxame. Selon les registres de 2012, 261 000 kg de néonicotinoides actifs ont été
appliqués sur 11 millions d’hectares de terrains au Canada. Ils sont utilisés comme enrobage de
graines pour les cultures de fruits et Iégumes variées (Elbert et al., 2008; Main et al., 2014). D0
aux enrobages, les demis-vies de ces pesticides peuvent se rendre jusqu’a 1250 jours.
Tableau 01 : Noms et structures des trois insecticides néonicotinoides testés (Rachel, 2018).

Pesticides Noms détaillés Structures chimiques
(Numéro CAS)

O PJ,'D'
Thiamethoxame | 3-[(2-Chloro-1,3-thiazol-5-yl)méthyl]-5- | N

. .. - = M
(153719-23-4) | méthyl-N-nitro-1,3,5-oxadiazinan-4-imin r Y | >__
O._N Cl

mfuo;.

_=N

Thiaclopride | {(22)-3-[(6-Chloropyridin-3-yl)méthyl]-
(111988-49-9) | 1,3- thiazolidin-2-ylidene}cyanamide

"
pl e

Imidaclopride | N-{1-[(6-Chloro-3-pyridyl)méthyl]-4,5-
(138261-41-3) | dihydroimidazol-2-yl}nitramide )\/Nj/\

2. Caractéristiques des néonicotinoides

Plusieurs caractéristiques de ces nouveaux insecticides ont contribué a ce phénomeéne.
Premierement, le caractere hydrosoluble de ces substances favorise leur translocation dans
I’ensemble des tissus végétaux, ce qui assure la protection de toutes les parties des plantes
traitées (Simon-Delso, et al., 2015).

Deuxiémement, leur demi-vie dans le sol et les tissus végétaux leur confére une certaine
persistance environnementale, ce qui permet de réduire la fréquence des interventions (
Bonmatin, J.-M., et coll. 2015).

Troisiemement, la diversité des trdaitements offerts sur le marché permet une grande souplesse

d’utilisation. En particulier, les enrobages de semences ont souvent été considérés comme un
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moyen plus sécuritaire de protéger les cultures, car ils nécessitent des quantités d’ingrédients

actifs moindres que les applications par pulvérisation (Jeschke, et al., 2011).

Tableau 02 : Hydrosolubilité et persistance environnementale des néonicotinoides
(Nicolas, 2018).

Ingrédient actif

Hydrosolubilité

Demi-vie,

sols

Demi-vie,

tissus

(mg/l) aérobies ( j) végetaux ( j)a
Thiaméthoxame 4100 121 4.4
Imidaclopride 610 191 4,9
Thiaclopride 184 18 3,8

3. Mode d’action des néonicotinoides

Les insecticides néonicotinoides, de méme que certains de leurs métabolites, possédent une

signature moléculaire similaire a un neurotransmetteur naturel trés important du systéeme

nerveux (Tomizawa, 2013 ; Jeschke et al., 2013). Ils sont agonistes des récepteurs a

I’acétylcholine appelés récepteurs cholinergiques. Deux types sont décrits, le principal

nicotinique qu’on appellera neuronal et I’autre non neuronal. Ces agonistes se lient plus fort au

récepteur, ils sont en compétition avec 1’acétylcholine. Cependant il y aura une persistance de

I’effet des néonicotinoides car ils ne seront pas dégradés par 1’acetylcholine esterase. Ce qui

engendrera une surstimulation et mort éventuelle des neurones pour les récepteurs neuronaux.

(Buszewski et al., 2019)
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Figure 11 : Action des néonicotinoides sur les récepteurs a I’acetylcholine (Blottiére et al.,

2019).
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I1l.  L’imidaclopride

1. Définition
L’imidaclopride ou 1-[(6-chlore-3-pyridinyl)methyl]-4,5-Dihydro-N-nitro,1HImidazol-2-
amine(Toudert, 2010), est un néonicotinoide agissant sur le systéme nerveux central par le
biais des récepteurs post-synaptiques. Il cible les récepteurs nicotiniques de 1’acétylcholine (n
ACHR) provoquant une accumulation de ce neuromédiateur (Bai et al., 1991 ; Yamamoto et
al., 1995). Ceci conduit a des tremblements musculaires, a une incoordination motrice, a la
paralysie puis a la mort de I’insecte a bréve échéance (Buckingham et al., 1997).

2. Les propriétes physico-chimiques de I’'imidaclopride
L’imidaclopride est un pesticide soluble dans I’eau (tableau 06) et possédant un faible potentiel
de volatilisation (pression de vapeur égale a 4 x 10-7 mPa). L’imidaclopride est un pesticide
stable a I’hydrolyse avec une durée de demi vie (t1/2) supérieure a 30 jours dans une
eauaPh =7 (159.)

Tableau 03 : Les propriétés physico-chimiques de I’imidaclopride( 158)

(E)-1-(6-chloro-3-pyridylmethyl)-N-nitroimidazolidin-

Nom chimique 2-ylideneamine
- C9H10CIN50
Formule chimique
255.7

Masse molaire ( g/mol)

Solubilité dans I’cau (mg/L-1)a20°C : 610

Point de fusion ( °C)

144
Log Kow 0.57
Pression de vapeur a 20°C
(mPa) 4 x 10-7

3. L’utilisation d’imidaclopride
Il est utilisé a la structure des batiments (termites) et aux animaux domestiques (puces) (Jeschke

et al. 2011), ou pour la pulvérisation des cultures. Il a pour cible les insectes ravageurs incluant
les sauterelles, pucerons, mouches, termites, coccinelles, les insectes de I’herbe et du sol
(Moriyaetal., 1992).

4. Toxicocinétique et mécanismes d’action toxique
La pénétration par voie cutanée de 1’imidaclopride semble tres faible, tout comme par voie

respiratoire de par la trés faible volatilité de la molécule (4.10-7 mPa a 25°C).
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L’absorption digestive est compléte et rapide, ’insecticide est ensuite métabolisé au niveau
hépatique puis éliminé principalement par voie fécale (70 %) mais aussi urinaire (20-30 %).
Plus de 95 % d’une dose ingérée par voie orale sont ¢liminés en moins de 48 heures en raison
de la non-accumulation dans 1’organisme. De plus, I’imidaclopride ne passe pas ou tres peu a
travers la barriere hémato-meéningée.
L’imidaclopride n’est pas irritant pour la peau et les muqueuses, ni sensibilisant. Une
intoxication aigué entraine une apathie, des tremblements avec ataxie, une hypothermie et un
arrét respiratoire. Ces symptomes sont liés a une inhibition de la transmission de 1’influx
nerveux au niveau des synapses cholinergiques en se liant de maniere irréversible aux
récepteurs nicotiniques post-synaptiques de 1’acétylcholine. Des doses importantes peuvent
entrainer une élévation du cholestérol sanguin et une augmentation des lésions thyroidiennes.
L’imidaclopride n’est pas mutageéne sur test bactérien et les études de cancérogénése animale
sont négatives.
La forte toxicité de I’imidaclopride ou du thiaméthoxame pour les insectes s’explique par la
prédominance des récepteurs nicotiniques dans ces espéces et par 1’affinité des molécules pour
les sous-types de récepteurs impliqués (Grillet, 2007).

5. Effets toxicologiques

5.1.Toxicité aigué
L’imidaclopride est modérément toxique, la LD 50 par voie orale est de 450 mg/kg de poids
corporel chez le rat (Meister, 1995) et de 131 mg/kg chez la souris (Kidd et James, 1994). La
LD50 chez le rat par voie cutanée est >5 000 mg/kg apres 24 heures. 1l est considéré nonirritant
pour les yeux et la peau (lapins), et sans effet pour des cobayes (Kidd et James, 1994).
Concernant la toxicité d'inhalation aigué chez le rat, la LC50 aéroportée de I'imidaclopride est
> 69 mg/m3 d’air sous forme d'aérosol, et >5323 mg/m3 d'air sous forme de poussiére. Ces
valeurs représentent les concentrations auxquelles les symptdmes d'empoisonnement
aéroportées possibles sont maximaux (Kidd et James, 1994).

5.2.Toxicité chronique
Chez le rat, la thyroide est particulierement sensible a I'imidaclopride. Des lésions de cette
glande sont provoquées par des doses a partir de 17 mg/kg de poids corporel par jour chez les
males. Des doses légerement plus élevées, 25 mg/kg par jour, ont réduit le gain de poids chez
les femelles. A des doses plus elevées, 100 mg/kg par jour, les effets incluent I'atrophie de la

rétine chez les femelles (Al sayeda, 2007).
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MATERIELS ET METHODES

I.  Matériel
1. Matériel biologique et condition d’élevage
L’étude a été réalisée sur des rats males blancs Rattus rattus de la souche Wistar au nombre de
30 rats, provenant de I’institut Pasteur d’Alger (Centre d’¢élevages El Kouba, Alger), agés de 06
a 08 semaines pesant environ 170-300g. Aprés la souris d'expérimentation, le rat est le

mammifére d'expérimentation de 1’ordre des rongeurs le plus utilisé en recherche scientifique.
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Figure 12 : Rat male Rattus rattus de la race Wistar

« Animaux et élevage
Ces rats ont été soumis a une période d’adaptation de 30 jours, aux conditions de I’animalerie,
a une température de 25°+2°C et une photopériode naturelle. L’humidité relative étant voisine
de 40%. Les rats sont élevés dans des cages en polyéthyléne qui sont tapissées d’une litiére

constituée de copeaux de bois. Les cages ont été nettoyées et la litiere changée quotidiennement.

Figure 13 : Conditions d'élevage des rats Rattus rattus
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1.2.Produits chimiques

Dans ce travail, nous avons utilisé 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
rats. Est un insecticide néonicotinoide de la famille chimique des chloronicotinyl
nitroguanidines. (Wismer et Tomlin, 2004).

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

Figure 14 : pesticides

Pour I’évaluation des parameétres biologiques nous avons utilisé des produits et des reactifs
majoritairement provenant de sigma, Germany et Biochem, France.
% Préparation de la solution de néonicotinoides (IMI)
La solution d’IMI a été préparée en utilisant de 1'eau dés-ionisée (D), 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.
% Choix des doses
Le choix de ces doses d’IMI était basé sur des études réalisées sur 1I’exploration de ce pesticide
dans les matrices biologiques et des tests antérieurs commencant par des doses tres elevées. Les
doses choisies correspondent a une dose acceptable qui ne provoque aucun signe de toxicité.
Les doses utilisées a eté calculé a partir des données disponibles sur le produit commercialisé,

puisque la DI 50 variait de 424 a 475 mg/kg chez les rats (Duzguner et Erdogan,2010).
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Il.  Meéthodes
1. Répartition et traitement des rats
1.1. Lotissement
Apres une phase d’acclimatation aux conditions de I’animalerie. Les rats méles ont été
répartis en 03 groupes de 10 rats chacun, la durée de traitement est de 40 jours. 1l s'agit de :
« Le ler groupe de rats : Contient 10 rats comme témoin ne subit aucun traitement.
¢ Le 2-eme groupe de rats : Contient 10 rats traités par I’IMI en raison de 5 mg/kg de poids
corporel, par voie orale.
% Le 3-eme groupe de rats : Contient 10 rats traités par I’IMI en raison de 50 mg/kg par

L)

voie orale (chaque jour pendant 40 jours).

Ty

s Nl

Figure 15 : Méthode de traitement par voie orale

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

balance électronique.

Figure 16 : Mesure du poids des rats dans laboratoire
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2. Sacrifice et prélevement d’organes

Apres 40 jours de traitement les rats de 03 lots ont été sacrifiés, les cerveaux ont été
rapidement prélevés apres la dissection et rincés dans une solution de chlorure de sodium
(NaCl) a 0,9% puis pesées et conservees a température (-20°C), pour les dosages des différents
parameétres.
Le sacrifice des animaux des différents groupes étudiés est effectué a la méme heure (8 h du
matin) pour éviter toutes variations dues au rythme circadien. Les rats ont été sacrifies par

décapitation sans anesthésie pour éviter tout état de stress.

Figure 17 : Le sacrifice de rat.
Les rats sacrifiés ont été peses puis ouverts ventralement pour le prélevement des organes
(figure 18).

Figure 18 : Prélévement des organe
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3. Estimation du poids relatif du cerveau
Le poids relatif des cerveaux extraits des rats PRc [g/100g de poids corporel]) est calculé par

rapport au poids total du rat selon la formule suivante :

PRc (9/100g de PT) = Pc/PT x 100

Pc: poids du cerveau (g).
PT : poids total de rat (Q).
PRC : poids relatif des cerveaux ()
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4. Préparation de suspensions mitochondriales
L’extraction des mitochondries se fait selon la méthode décrite par Rustin et al (1994), il s’agit
d’une purification par centrifugation différentielle. Brievement, aprés décapitation des rats, les
cerveaux sont rapidement prélevés et immerger dans du tampon TSE (10mM tris, 250mM
sucrose, 0,1mM EDTA, pH 7,2 & 4C°®). Les tissus nerveux sont coupés finement et potérisés
dans 3,5ml de TSE, ce qui permet la destruction des cellules et la libération des mitochondries.
L’homogénat récupéré est centrifugé a 10000t/min pendant 10min permettant ainsi
I’élimination des gros débris cellulaires. Le culot récupéré est centrifugé une deuxieme fois a
10000t/min pendant 10min. Les surnageant issus des deux centrifugations sont récupérés et
centrifugés a 14000t/min a 4C° pendant 10min. Le culot obtenu est resuspendu dans 1ml du
TSE et centrifugé a 14000t/mn pendant 10min. Le culot issu de cette derniére centrifugation est
resuspendu dans 1ml du tampon TS (250mMsucrose, 50mM tris, pH 7,2 a 20 C°) et centrifugé
pendant 10min a 14000t/mn. Le culot final constitué des mitochondries, et est récupéré dans
500ul de tampon TS pour obtenir lasuspension mitochondriale fraiche dont une fraction servira
directement dans 1’évaluation de I’intégrité structurale et fonctionnelle des mitochondries, le
reste est conservé a -80° C pour la suite des dosages.

5. Préparation de la matrice mitochondriale
La suspension mitochondriale est congelé-décongelé de 6 a 8 fois avec potérisation accrue et
répétée, afin d’éclater les mitochondries. Apres centrifugation de 10min a 9600t/min, le
surnageant est utilisé comme source des parameétres de stress (Lahouel et al., 2015).
Evaluation du gonflement, perméabilité et respiration mitochondriales
Selon la méthode de Crystal et al (1996), nous avons réalisé 1’estimation de la perméabilité
mitochondriale basée sur le taux des ions de Ca™ qui traversée leur membranes, cette
perméabilité suivie par une augmentation de la taille de la mitochondrie détectée a une longueur
d’onde de 540 nm pendant 3 minutes et chaque 30sec. La respiration a été estimée en utilisant
un Oxygraph (Hansatech®) selon la méthode décritepar Rouabhi et al (2006 ; 2009
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6. Evaluation des parameétres de stress oxydatif
Qui comprend des parametres enzymatiques et non enzymatiques.
6.1.Biomarqueurs non enzymatiques
6.1.1. Dosage du Malondialdéhyde (MDA)
Le MDA est I’'un des produits terminaux formés lors de la décomposition des acidesgras
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 pl 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 pl de surnageant.
Ajouter 80 ul d’HC1 0.6 M.
Ajouter 320 ul de solution Tris-TBA (Tris 26 mM, TBA 120 mM).
Mélanger et incuber au bain marie a une température de 80°C pendant 10 min.

Lire la densité optique a A = 530 nm.

V V V V V V V V V VYV V

L’absorbance est directement proportionnelle a la quantité de MDA formé, donnant ainsi
une évaluation précise des lipides peroxydés. La concentration du MDA est calculée selon
la loide Beer-Lambert (DO = E.C.L).

C : la concentration 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).

33



MATERIELS ET METHODES

6.2.Biomarqueurs enzymatiques

6.2.1. Dosage de P’activité de 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.
La mesure de I’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 modeéle, 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 nouvelle.
1-S-Glutathionyle 2-4Di nitrobenzeéne permettant de mesurer I’activité de GST selon la réaction

suivante:

NO2

- O2N W\ SCGHCL +H

N\ /

GS'T A+ H
N( 2

NO2

La valeur de la densité optiqgue mesurée est directement proportionnelle a la quantité de
conjugué formé elle-méme liée a I’intensité de 1’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 récupérer servira
comme source d’enzymes.
Le dosage consiste a faire réagir 200ul du surnageant avec 1.2 ml du mélange CDNB(1mM),
GSH (5mM) [20.26 mg CDNB, 153.65mg GSH, 1 ml éthanol, 100 ml tamponphosphate (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 remplagant la
guantité de surnageant.
La lecture de I’absorbance se fait a 340 nm apres 30 s en intervalle de3 min. Laconcentration

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) =
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ADO échantillon — ADO blanc : moyenne des DO des échantillons par minute —moyenne des
DO des Blancs par minute.
&: Coefficient d’extinction moléculaire du C-DNB, ¢ C-DNB=9.6 mM-1.cm-1
L: Trajet optique de la cuve =1cm.

7. Estimation des Neurotransmetteurs

7.1.Dosage de I’acétylcholinestérase AChE
La méthode de dosage de I’acétylcholinestérase (AChE) la plus courante (Ellman et al., 1961)
consiste a fournir a I’enzyme un substrat, 1’acétylthiocholine, dont 1’hydrolyse libére de la
thiocholine et de 1’acide acétique. Les échantillons sont homogeénéisés dans 1ml de solution
détergente (38,03mg éthyléne glycol tris-g-aminoéthy éther N N N’ N, Iml triton X 100%,
5,845g NaCl, 80ml tampon tris 10mM) a I’aide d’un homogénéisateur a ultrasons puis
centrifugés a 5000t/min pendant 5mn. Le surnageant est utilisé immédiatement pour la mesure
de I’activité AChE. Les étapes du dosage d’AChE sont les suivantes : 100ul de surnageant
sont additionnées a 100ul de DTNB (0,1M, pH 8) (39,6mg de DTNB, 15mg CO3Na, dans 10ml
tris 0,1M, pH 7) et 1ml du tampon tris (0,1M, pH 7). Aprés 5min derepos nécessaire pour
épuiser la réaction spontanée, 100ul de substrat acétylthiocholine (118mg ACh dans 5ml d’eau
distillée) sont ajoutés. La lecture des densités optiques s’effectue a 412nm toutes les 4min
pendant 20min.

35



MATERIELS ET METHODES

8. Etude statistique

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

% Les résultats obtenus sont traités sous la forme de (moyenne * écartype) et ensuites 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 verifiéeen utilisant

le test de Dunette et de Tukey.

X/
°e

La valeur trouvée par le calcul du test peut affirmer que les populations sontdifférentes

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 determiné, grace aux statistiques élémentaire ; les parametres statistiques
pour chaque lot expérimental. Les données ont été analysées parl’analyse de la variance

a un seul critere de classification (ANOVAT)
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RESULTATS

1. Effet de ’Imidaclopride (IMI) sur le Poids relatif du cerveau (%)
Nous avons suivi I’évolution des poids absolus (PA) et relatifs (PR) du cerveau chez les rats
témoins et les rats traités par I’Imidaclopride (IMI).
Pour le suivi des changements des poids relatifs du cerveau des rats pendant la période du
traitement. Nous remarquons une diminution significative (p<0.05) du poids relatif du cerveau
chez le groupe traité par I’Tmidaclopride (IMI) a dose (50mg/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.

1,51 -
1,505 -
1,5 -
1,495 - T
n=10
1,49
1,485 -

1,48 - T

ids Relatif du cerveau (%

= 1,475 A

Po

1,47 -

1,465 T T )
Témoin IMI (5mg/kg) IMI (50mg/kg)

Groupes expérimentaux

Figure 20 : Evaluation des poids relatifs du cerveau chez les rats témoins et traités par
I’Imidaclopride (IMI) aprés 40 jours de traitement
.* significative (P < 0.05),
** hautement significative (P <0.01),
*** tres hautement significative (P <0.001).
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2. Effetde ’Imidaclopride (IMI) sur le statut redox mitochondrial dans le cerveau total
2.1. Effet sur le taux de Malondialdéhyde (MDA)
D’apres les résultats présentés dans la figure 21. On observe une augmentation trés hautement
significative (p<0,001) du taux de MDA chez les rats traités par I’IMI (50mg/kg) et une
augmentation hautement significative chez les rats traités par I’'IMI (5mg/kg) par rapport au

groupe témoin.

0,9 -
* % ok

0,8 - T
0.7 - *%

0,6 -
0'5 n=10
0,4 -
0,3 -

0,2 -

MDA (umol /mg de protéine
_|

0,1 -

Témoin IMI (5mg/kg) IMI (50mg/kg)

Groupes expérimentaux

Figure 21 : Variation du taux de MDA (umol/mg de protéine) dans le cerveau total chez les
rats témoins et traités apreés 40 jours.
* significative (P <0.05),
** hautement significative (P <0.01),
*** trés hautement significative (P <0.001).
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2.2.Effet sur les variations de P’activité GST (Glutathion —S-transférase)

Cette figure (22) représente la variation de 1’activité de GST mitochondriale chez les rats traités
par I’Imidaclopride (IMI), dans notre travaille nous observons qui il y a une augmentation
hautement significative (P<0.01) chez les lots traités par 1’'Imidaclopride (IMI)a dose (5
mg/kg/j) et une augmentation tres hautement significative (p<0.001) chez les lots traités par

I’Imidaclopride (IMI) a dose (50mg/kg/j) par apport au groupe témoin.
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Figure 22 : Activité enzymatique de GST mitochondriale dans le cerveau chez les rats
témoins et traités par I’Imidaclopride (IMI) apres 40 jours de traitement.
* significative (P < 0.05),
** hautement significative (P < 0.01),

*** trés hautement significative (P <0.001).
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3. Effet de ’Imidaclopride (IMI) sur les neurotransmetteurs dans le cerveau total
3.1.Activité de I’acétylcholinestérase dans le cerveau total

Une diminution trés hautement significative (P<0.001) de I’activité de I’AchE est enregistrée
dans le cerveau global chez les groupes traités par I’Imidaclopride (IMI) aux doses

(5mg/kg/jour, 50mg/kg/jour) par apport au groupe témoin.
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Figure 23 : Activité de 1’acétylcholinestérase dans le cerveau total chez les rats témoins et
traités par I’'Imidaclopride (IMI), apres 40 jours de traitement.
* significative (P <0.05),
** hautement significative (P <0.01),
*** trés hautement significative (P <0.001).
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4. Effets de I’Imidaclopride (IMI) sur les parameétres de respiration, perméabilité
membranaire et gonflement mitochondrial dans le cerveau total
4.1 Effet de ’Imidaclopride (IMI) sur la respiration mitochondriale dans le cerveau
total
La figure 24 montre une diminution trés hautement significative (p<0,001) de la concentration
d’oxygeéne consommé dans le cerveau total chez les groupes traités par 1I’Imidaclopride (IMI)

aux doses (5mg/kg/jour, 50mg/kg/jour) par apport au groupe témoin.
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Figure 24 : Variation de la respiration mitochondriale dans le cerveau total chez les rats
traités durant 40 jours par 1’Imidaclopride (IMI)
*significative (P < 0.05),
** hautement significative (P < 0.01),

*** trés hautement significative (P <0.001).
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4.2 .Effet de I’Imidaclopride (IMI) sur le gonflement mitochondrial dans le cerveau

total

Les résultats de 1’évaluation du gonflement mitochondrial sont illustrés dans la figure 25, qui
montre une augmentation trés hautement significative (p<0,001) du taux de gonflement
mitochondrial dans le cerveau global chez les groupes traités par I’'IMI (50mg/kg) et une
augmentation hautement significative chez les rats traités par I’'IMI (5mg/kg) par rapport au

groupe témoin.
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Figure 25 : I’évaluation du gonflement mitochondrial dans le cerveau total chez les rats
traités par I’'Imidaclopride (IMI), aprés 40 jours de traitement
*significative (P <0.05),
** hautement significative (P < 0.01),
*** trés hautement significative (P <0.001).
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4.3.Effet de I’'Imidaclopride (IMI) sur la perméabilité membranaire mitochondriale

dans le cerveau global

D’apres les résultats présentés dans la figure 26. On observe une augmentation trés hautement
significative (p<0,001) de la perméabilité mitochondriale est enregistrée dans le cerveau global
chez les rats traités par I’IMI (50mg/kg) et une augmentation significative chez les rats traités

par I’'IMI (5mg/kg) par rapport au groupe témoin.
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Figure 26 : Variation de la perméabilité membranaire mitochondriale dans le cerveau total
chez les rats traités par I’Imidaclopride (IMI), aprés 40 jours de traitement.
*significative (P < 0.05),
** hautement significative (P <0.01),

*** tres hautement significative (P <0.001).
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Discussion
Les pesticides sont des produits chimiques utilisés comme moyen de lutte antiparasitaire

(insecticides, herbicides, fongicides...) (Leyral et Vierling, 2007). Parmi eux, les
néonicotinoides, sont des insecticides largement utilisés dans le traitement des semences contre
des insectes suceurs de séve (Blottiére et Estelle, 2019). Elles possédent une signature
moléculaire similaire a un neurotransmetteur naturel trés important du systéme nerveux
(Tomizawa et Casida, 2001).

La mitochondrie est un organite ubiquitaire chez les cellules eucaryotes aérobies engagéedans
différentes réactions biochimiques, se trouve dans toutes les types cellulaires sauf les globules
rouges (Rachidi, 2011).

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

Dans notre étude nous nous sommes intéressés, a priori a la mise en évidence d’un éventuel
effet neurotoxique sur le cerveau total chez le rat exposé a I’imidaclopride, 1’un desinsecticides
systémiques les plus utilisés dans le monde (Stein, 1992 ; Troltzsch, 1994).

1. Effet de ’'Imidaclopride (IMI) sur le Poids relatif du cerveau (%)

Nous remarguons une diminution significative (p<0.05) du poids relatif du cerveau chez
le groupe traité par I’Imidaclopride (IMI) a dose (50mg/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. Cette diminution
peut étre traduite par la perturbation du métabolisme cellulaire sous I’effet du stress oxydatif
engendré par les ROS constaté dans cette étude, ainsi que par d’autres médiateurs chimiques
tels que certains cytokines pro-inflammatoires que 1’organisme puisse libérer aprées les effets
toxiques des pesticides (Carole et Harve, 2011 ; Viviana, 2015).

Le poids relatif a atteint une diminution significative qui explique par hypotrophie des
tissus de cerveau causée par 1I’imidaclopride. Et il est probablement due a la dégradation des
cellules nerveuses et I’activation de 1’excrétion des lipides d’une parte et I’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. Ceci est confirmé par Q. Zhanget
al., (2010) ont étudié in vitro I’effet de pesticide Lambda-cyhalothrine qui peut augmenterla
geneération les espéces réactives de I'oxygene (ROS) et les niveaux de dommages a I'ADNet
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provoquer une cytotoxicité dans les cellules de maniére proportionnelle a la dose et au temps.
D’autre part, nous expliquons la différence des résultats entre les deux doses d’Imidaclopride 5
et 50 mg /kg par le principe de toxicologie de la relation dose/effet.
2. Effet neurotoxique des néonicotinoides
2.1.Effet de I’Imidaclopride (IMI) sur les neurotransmetteurs dans le cerveau total

2.1.1. Activité de I’acétylcholinestérase dans le cerveau total

Dans notre étude non remarquons une diminution trés hautement significative (P<0.001)

de I’activité de I’AchE est enregistrée dans le cerveau global chez les groupes traité par
I’Imidaclopride (IMI) aux doses (5mg/kg/jour, 50mg/kg/jour) par apport au groupe témoin.
Cette diminution de I’activité d’acétylcholine est a 1’origine de troubles de la contraction
musculaire, de la mémoire, manque de concentration, oublis ...etc. Ce neuromédiateur est
dégradé par I’acétylcholine-estérase (AchE) dans la fente synaptique apréschaque influx
nerveux cholinergique (Akaike et al., 2009). Les résultats de cette étude, présentent une
augmentation significative de I’activité d’ AchE dans le cerveau total,

I’hippocampe et le Striatum chez les rats exposés aux pesticides.

L’impact des néonicotinoides a été rapporté aussi par (Bhardwaj et al., 2010) chez les rats
Wistar apres I’administration de 20 mg/kg/jour de I’imidaclopride par voie orale. Leurs résultats
on montrés I’inhibition de I’activité spécifique 1’acétylcholinestérase (AChE). Des résultats
similaires ont été rapportés par (Rodrigues et al., 2010). Banerjee, et al., (2014) a bien montrés
I’altération de cette enzyme clé de systéme nerveux apres 1’administration d’un composé le
pendimethaline aux rats. Cependant I’injection intra péritonéale de l'imidaclopridea une dose
de 337mg/kg/jour pendant 30 jours provoque chez le rat une augmentation dans
’activité spécifique de cette enzyme en induisant de ce fait I’altération de systéme nerveux et
une tétanie musculaire (Abou-Donia et al., 2008). Des travaux récents réalisés par Lonare et
al., (2014) ont rapporté une diminution significative I’acétylcholinestérase dans le plasma et
le cerveau des rats traités par voie orale avec 1’imidaclopride comparativement aux séries

témoins .
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3. Effets des pesticides IMI sur le statut redox mitochondrial dans le cerveau total
3.1.Effet sur le taux de Malondialdéhyde (MDA)

Le MDA est un marqueur généré secondairement apres la peroxydation lipidique
provoquée par une altération de la membrane plasmique a travers ’attaque des acides gras
polyinsaturés. Cette lipo-péroxydation membranaire semble dépend de I'organe qui accumule
plus de métal (Ferrat et al, 2003)

D’aprés nos résultats. Nous observé une augmentation trés hautement significative

(p<0,001) du taux de MDA chez les rats traités par I’'IMI (50mg/kg) et une augmentation
hautement significative chez les rats traités par I’'ITMI (5mg/kg) par rapport au groupe témoin.
La peroxydation lipidique accrue chez les rats traités a I'imidaclopride indiquantl'absence d'une
génération excessive de radicaux libres provenant du métabolisme des I'imidaclopride dans le
cerveau. L'augmentation de la peroxydation lipidique a conduit a la perturbation de l'intégrité
de la membrane des cellules nerveuses.
Sachant que les peroxydes lipidiques peuvent causer des dommages graves non seulement dans
la membrane cellulaire mais aussi pouvant inhiber plusieurs enzymes, et altérer également la
fonction mitochondriale conduisant au final a la mort cellulaire (Buege et al., 1984 ; Carole et
al., 2011). 1l est évident donc que la peroxydation des lipides membranaires détruit la structure
de la matrice lipidique des membranes des neurones (Dimauro et Schon, 2008). Et est associée
a une perte rapide de I’ATP intracellulaire menant a une diminution de la viabilité des
neurones menant a une dégénérescence cellulaire dans le cerveau total, avec tout son impact
négatif sur la physiologie et le neurocomportemental des rats intoxiqués par ces pesticides
(Ekaluo et al., 2013 ; Galal et al.,2014).
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3.2.Effet sur les variations de P’activité GST (Glutathion —S-transférase)mitochondriale
Les glutathion S-transférases (GST) sont des substances majeures enzymes de

détoxication de phase Il présentes chez tous les organismes eucaryotes. (Kilanowicz et al.,

2003).

Nous observons qui il y a une augmentation hautement significative (P<0.01) chez les lots

traités par I’Imidaclopride (IMI) a dose (5 mg/kg/j) et une augmentation trés hautement

significative (p<<0.001) chez les lots traités par 1I’Imidaclopride (IMI) a dose (50mg/kg/j) par

apport au groupe témoin. L’augmentation de [’activité de cette enzyme est une réponse

physiologique pour compenser les dommages qui sont dus aux radicaux libres. (Di-Monte,

1992). Et ce accord avec Les travaux de Lonare et al., (2014) ont montré la mise en place d’un

systtme de détoxification chez les rats aprés |’administration d’un néonicotinoide

I’imidaclopride par voie orale a deux doses 45 et 90 mg/kg. En effet une augmentation dans

I’activité de deux enzymes de détoxification la GSH et la GST est enregistrée comparativement

aux témoins.

4. Effets des pesticides IMI sur I’intégrité structurale et fonctionnelle des

mitochondries
4.1 Effets de I’'Imidaclopride (IMI) sur les parameétres de respiration, perméabilité

membranaire et gonflement mitochondriales dans le cerveau total

Les Dommages mitochondriales contribuent & une diminution de la production d’ATP
(Cassarino et Bennettjr, 1999 ; Datta et Kaviraj, 2003).

Nous remarquons une diminution trés hautement significative (p<0,001) de laconcentration
d’oxygeéne consommé dans le cerveau total chez les groupes traités par 1’Imidaclopride (IMI)
aux doses (5mg/kg/jour, 50mg/kg/jour) par apport au groupe témoin.

En effet , Les résultats de 1’évaluation du gonflement mitochondrial sont montre une
augmentation trés hautement significative (p<0,001) du taux de gonflement mitochondrial dans
le cerveau global chez les groupes traités par I’'IMI (50mg/kg) et une augmentation hautement
significative chez les rats traités par I’'IMI (5mg/kg) par rapport au groupe témoin et aussi on
observe une augmentation trés hautement significative (p<0,001) de la perméabilité
mitochondriale est enregistrée dans le cerveau global chez les rats traités par I’'IMI
(50mg/kg) et une augmentation significative chez les rats traités par I’'IMI (5mg/kg) par rapport
au groupe témoin. Cet état d’effets est le résultat de I’action des ROS produits par les pesticides

étudiés.
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Les altérations dans 1’un des complexes mitochondriaux provoquent la production des radicaux
libres, ce qui conduit a la dépolarisation de la membrane mitochondriale et une activation
ultérieure des récepteurs voltage-dépendants, ce qui permet I'afflux de calcium dans la cellule
et le declenchement des voies de la mort cellulaire (Lin et Beal, 2006).

Il est bien admis que la surcharge calcique est responsable du gonflement mitochondrial
pouvant provoquer la formation de monoxyde d'azote (NO), et permettre d'activer I’ xanthine
oxydase dans le sens de générer I’anion superoxyde qui inactive la NADH-déshydrogénase, la
NADH-oxydase et I’ATPase générant au final un état de stress oxydatif mitochondrial (Zhang
et Darley, 2000).

L’augmentation du gonflement mitochondrial est due a la perturbation des pores géants voltages
dépendant sous 1’effet des ROS entrainant I’entrée massive de 1’eau et des ions de Ca?" et de
Na* via les membranes mitochondriales (Romero et al., 2012 ; Morris et Berk,2015 ; Henine
et al., 2016). Aussi, selon Johnson et Deckwerth (1993) et Kumar et al. (2014). L’apoptose
cellulaire est le résultat final d’une agression par les ROS, elle est caractérise
morphologiquement par une dilatation du réticulum endoplasmique puis, aprés augmentation
du volume mitochondrial et gonflement de la cellule, on assiste a une rupture Des membranes
(Ben-Haiand, 2014). Le gonflement mitochondrial permet ensuite I’externalisation de
plusieurs protéines pro-apoptotiques, telle que le cytochrome-c, de la mitochondrie vers le
cytosol permettant le déclenchement de la voie de signalisation apoptotique et la mort cellulaire
(Zhang

Et Darley, 2000 ; Fethi et al., 2013)
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CONCLUSION ET PRESPECTIVE

Conclusion et prescriptive

Plusieurs études in-vivo ont découvert que les néonicotinoides est capable d’induire une

toxicité au niveau des différents organes.

L’ensemble de nos travaux a permis de prouver que l’imidaclopride a une toxicité

remarquable au niveau du cerveau gréce a leur mode d’action.

Les résultats obtenus dans la présente étude, ont permis de conclure que 1’exposition des rats a

I’imidaclopride provoqué une induction du systétme de détoxification ainsi qu’une

neurotoxicité. Par :

*
L X4

X/

X/
L X4

X/
L X4

La diminution significative du poids relatif du cerveau.

Un accroissement trés hautement significatif du niveau de MDA indiquant
I’augmentation de la peroxydation lipidique.

Une augmentation hautement significative de I’activité de GST.

Une diminution trés hautement significative de 1’activité de 1’ AchE.

Une diminution trés hautement significative de la concentration d’oxygene.

Une augmentation trés hautement significative du taux de gonflement mitochondrial.

Une augmentation tres hautement significative de la perméabilité mitochondriale.

Cette etude reste préliminaire, elle nécessite d’autres études a 1’échelle moléculaire pour

développer le mécanisme de la neurotoxicité des néonicotinoides et en particulier de

I’imidaclopride et a déterminer la toxicité a d’autres niveaux.
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