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N Abstract
Abstract

The persistence of pesticide residues in the environment and agricultural crops is a major
global problem that has long-term negative effects on human and animal health and
ecosystem stability. Exirel (cyantraniliprole) is a second generation anthranilic diamide
insecticide that has biological efficacy against insect pests and can induce the formation of
reactive oxygen species (SAR) making it an interesting topic.This work consists of analysing
the cytotoxic effects of cyantraniliprole residues administered at different doses
(0.025mg/kg/d; 0.05mg/kg/d; 0.075mg/kg/d; 0.1mg/kg/d) of body weight orally for 90 days in
an animal model; Wistar rats, on the variation of biochemical parameters and oxidative stress
parameters, and on certain tissues including the liver, kidneys, and brain. The results obtained
show that the administration of cyantraniliprole caused changes in the psychic behaviour of
rats which were manifested in cases of anxiety, memory disturbance and learning; a
disturbance of the main macromolecules namely proteins, lipids; a nephrotoxic effect
(increased serum creatinine), hepatotoxic (increased enzymatic activity of transaminases
TGO, TGP and alkaline phosphatase PAL) ; moreover, cyantraniliprole has an overall pro-
oxidant effect, this is revealed by the decrease; the glutathione content reduces GSH and the
enzymatic activity of glutathione peroxidase GPx in the studied organs; liver and brain on the
one hand, and on the other hand, by increasing the enzymatic activity of glutathione-S
transferase GST and the level of MDA (lipid peroxidation index). an inhibition of brain
Catalase activities; Also, the neurotransmitter evaluation (AchE) shows a very clear
disturbance in rats exposed to the pesticide. Global histological study in the brain,liver and
kidneys , shows damage to liver tissue , structural alteration of the kidneys, destructive effects

on brain cells in treated animals compared to controls.

Key words: Exirel, Cyantraniliprole, cellular impacts, Wistar rats,Oxidative stress



BN Résumé

Résumé

La persistance des résidus des pesticides dans l'environnement et les cultures agricoles est un
grand probléme dans le monde qui produire des effets négatifs a long terme sur la santé des
humains et des animaux et la stabilité des écosystéemes. Exirel (cyantraniliprole) est un
insecticide diamide anthranilique de deuxieme génération qui a une efficacité biologique
contre les insectes nuisibles et peut induire la formation d'espéces réactives de I'oxygéne
(ROS) ce qui en fait un sujet intéressant. Le présent travail consiste a analyser les effets
cytotoxiques des résidus de cyantraniliprole administré a différentes doses (0.025mg/kg/j ;
0.05mg/kg/j ; 0.075mg/kg/j ; 0.1mg/kg/j) de poids corporel par voie orale pendant 90 jours
chez un modeéle animal ; les rats Wistar , sur la variation des parameétres biochimiques et les
parameétres de stress oxydant, et sur certains tissus notamment le foie, les reins, et le cerveau.
Les résultats obtenus montrent que, 1’administration de cyantraniliprole a provoqué des
changements du comportement psychique des rats qui se sont manifestés par des cas
d’anxiété, de perturbation de la mémoire et de I’apprentissage ; une perturbation des
principales macromolécules a savoir protéines, lipides ; un effet néphrotoxique (augmentation
de la créatinine sériques), hépatotoxique (augmentation de I’activité enzymatique des
transaminases TGO, TGP et de la phosphatase alcaline PAL) ; de plus le cyantraniliprole a un
effet globalement pro-oxydant, ceci est révelé par la diminution; du taux de glutathion réduit
GSH et de l’activité enzymatique de la glutathion peroxydase GPx dans les organes étudiés;
foie et cerveau d’une part, et d’autres part, par 1’augmentation de ’activité enzymatique de la
glutathion-S-transférase GST et du taux de MDA (indice de la peroxydation lipidique). une
inhibition des activités de Catalase cérébrale ; Aussi, ’évaluation de neurotransmetteur
(AchE) montre une perturbation tres claire chez les rats exposés au pesticide. L’étude
histologique dans le cerveau,foie et les reins, montre des lésions au niveau des tissus
hépatiques , une altération structurale des reins, des effets destructeurs sur les cellules

cérébrales des animaux traités par rapport les témoins.

Mots Clés : Exirel, Cyantraniliprole, Impacts Cellulaire, rats Wistar,Stress Oxydant
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INTRODUCTION

Le taux croissant de la population humaine mondiale nécessite une majeur quantité de
nourriture pour s’alimenter. Afin de répondre a la demande croissante de nourriture, les
agriculteurs sont tenus dutiliser des produits chimiques pour la production excessif de
cultures. Généralement, les produits chimiques utilisés dans la pratique agricole sont des
pesticides, des herbicides, etc. Cependant, sur large quantité de pesticides utilisés, seulement
0,1 % de ceux-ci influencent I'organisme cible (Shabbir et al., 2021). Prés de 2 millions de
tonnes de pesticides sont employées dans le monde chaque année. Et il a été estimé qu'en
2020, la consommation de pesticides dans le monde avait augmenté jusqu'a 3,5 millions de
tonnes. Presque tous les organismes sont exposés quotidiennement a certains de ces produits
chimiques en raison de l'utilisation indiscriminée de ces produits chimiques dans les secteurs
de l'agriculture et de la santé publique ( Zhang, 2018; Shabbir et al., 2021). L'exposition de
la population générale aux pesticides se produit principalement par la consommation
d'aliments et d'eau potable contaminés par des residus de pesticides, tandis qu'une exposition
importante peut également se produire dans ou autour de la maison (Cooper & Dobson,
2007; Damalas & Eleftherohorinos, 2011). Cependant, l'exposition de la population
générale a ces toxiques a faibles doses via les matrices biologiques, notamment alimentaires,
reste sans étude d'impact sérieuse sur I'organisme vivant (Beghoul et al., 2017) Sur la base
des recherches de la littérature, les pesticides provoque pour la santé humaine (exposition des
travailleurs lors de I'utilisation des pesticides et exposition des consommateurs aux résidus de
pesticides présents dans les fruits frais, lIégumes et eau potable) en fin de compte divers
impacts nocifs tels que des lésions tissulaires ou cellulaires, des mutations, des troubles
physiologiques etc, et sur I'environnement (contamination de I'eau et de l'air, effets toxiques
sur les organismes non ciblés) (Blrger et al., 2008; Damalas & Eleftherohorinos, 2011).
Les travailleurs agricoles sont plus sujets & une variété ou un cocktail dexposition aux
pesticides, les impacts sont plus intenses. Un grand nombre de pesticides les plus utilisés dans
notre pays et dans le monde exercent leurs effets toxiques via des mécanismes de stress
oxydant (OS). IlIs conduisent a la génération d'especes réactives oxygénées et/ou azotées
(ROS/RNS). La surproduction de ces radicaux libres peut étre néfaste pour 1’organisme, vu
qu’ils endommagent de nombreux composants cellulaires aussi divers telles que les protéines,
les lipides et ’ADN, aussi qui affectent a la fois les niveaux d'antioxydants. Par conséquent
I’apparition des maladies chronique tels que le diabéte, la maladie d’Alzheimer, et les

maladies cardiovasculaires (Astiz et al., 2009). Selon la cible recherchée et le mécanisme
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d'action, il existe plusieurs classes de pesticides (Aloizou et al., 2020). Les insecticides
diamides anthraniliques sont devenus l'une des nouvelles classes de composés les plus
prometteuses dans la chimie des insecticides en raison de leur excellente efficacité insecticide
et de leurs niveaux élevés de sécurité pour les mammiféres découverte au début des années
2000 (Do et al., 2015; Johnson Thangaraj Edward, 2019). Les insecticides diamides ont été
récemment introduits pour lutter contre les ravageurs des cultures notamment dans le cadre de
la résistance a d'autres classes d'insecticides systematiques (Kadala et al., 2019; Sparks &
Nauen, 2015). En raison de leur activité insecticide importante, de leurs modes d'action
uniques et de leurs bons profils environnementaux, les diamides anthraniliques et leur
synthese chimique ont récemment attiré une attention considérable dans le domaine des
nouveaux insecticides agricoles (Zhao et al., 2018). Le cyantraniliprole est un insecticide
diamide anthranilique de deuxiéme génération découvert et est actuellement commercialisé
par la société DuPont (IRAC), 2014), cet insecticide est actuellement enregistré sous le nom
commercial Exirel, présente une large activité insecticide systémique contre la plupart des
insectes broyeurs et suceurs (Larrain et al., 2014; Malhat et al., 2018), a ensuite été
examiné pour la premiére fois en 2006 par la réunion conjointe FAO/OMS sur les résidus de
pesticides dans le but détablir des limites maximales de résidus (Bentley et al., 2010;
Portillo et al., 2011). La cyantraniliprole sest un activateur puissant et sélectif des récepteurs
de la ryanodine des insectes, qui sont essentiels a la contraction musculaire. L'activation des
récepteurs de la ryanodine chez les insectes affecte I'noméostasie du calcium (qui intervient
dans de multiples fonctions : coagulation sanguine, contraction musculaire, conduction
nerveuse, libération d'hormones...), par la libération non régulée de calcium interne dans la
cellule, entrainant un arrét de l'alimentation, une léthargie, une paralysie musculaire et,
finalement, la mort de I’insecte (Caballero et al., 2015; Campos et al., 2015; Dong et al.,
2011; Roditakis et al., 2017). Sur la base de I'évaluation des utilisations représentatives du
cyantraniliprole comme insecticide sur diverses cultures en agriculture et horticulture. Les
LMR ont été évaluées pour les oranges, les mandarines, les pommes/poires, les péches, les
abricots, les prunes, les raisins de vigne, les pommes de terre, les tomates, les
concombres/courgettes, le melon, la laitue, les haricots et les olives, L'EFSA a conclu qu'il est
probable que l'ingestion de résidus de ce pesticide dans l'environnement (eau, air, I'eau) et
dans les produits alimentaires présente un risque pour la santé des consommateurs, Par
conséquent, 1’apparition plusieurs pathologies telles que les cancers, les troubles
neurologiques et les maladies cardiovasculaires...ect (Authority, 2013; Brancato et al.,

2017). Jusqu'a présent, les études de cyantraniliprole se sont principalement concentrées sur la
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synthese chimique, la toxicologie le mode d'action, et l'efficacité, en revanche, les articles sur
les effets toxiques de cyantraniliprole chez les vertébrés sont tres rares (Dong et al., 2012).
D’autre part aucune étude de ses contributions a la dégradation de I'environnement n'a été
rapportée a ce jour. Des méthodes d'analyse combinant la chromatographie liquide & haute
performance (HPLC) et la spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) a été précédemment
développée pour contréler les résidus de cyantraniliprole dans les légumes et les fruits
(pomme, péche, tomate, laitue, concombre), les agrumes (orange, citron, citron vert), riche en
huile (amande, colza) ( Larson et al., 2012 ;EFSA, 2014; Whalen et al., 2016).

D’apres les littératures, seul un nombre trés limité d'études ont étudié les effets
toxiques de 1’Exirel (cyantraniliprole) sur les vertébrés (par exemple les rats). C’est ainsi que
nous nous sommes intéressés a entreprendre ce travail qui a pour objectif d’étudier le stress
oxydant induit par un nouvel insecticide diamides anthraniliques, 1’Exirel (cyantraniliprole),

et Nous avons évalué la toxicité subchronique pour le rat.

Pour atteindre de cette objectif, cette étude est subdivisée en deux parties essentielles,
la premiere partie présente une synthese bibliographique dans laquelle nous apportons un
premier chapitre sont consacrés 1’essentiel sur les pesticides et leurs effets toxiques sur
I’environnement et la santé humains, un second chapitre qui consiste a étudier des généralités
sur le cyantraniliprole et leur toxicité, Le troisiéme chapitre qui traite les effets du stress
oxydant sur les macromolécules (lipides, protéines, et acides nucléiques) et ainsi que le
mécanisme de défense contre ce stress.

La deuxieme partie expérimentale, consiste a analyser les effets toxiques induit par le
cyantraniliprole au niveau de certains organes notamment le cerveau, les reins et le foie.
L’influence des différents traitements ont été analysés par :

» L’évaluation de certains facteurs de croissance chez les rats wistar.
L’évaluation de certains parameétres sanguins chez les rats wistar.
L’évaluation de certains paramétres neurocomportementaux.

L’examen du profil du stress oxydant hépatique et cérébral.

vV V VYV V

L'étude histopathologique au niveau de certains organes (foie, cerveau, rein).

Et enfin, nous discuterons I'ensemble de résultats obtenus dans ce manuscrit, ensuite

terminé par une conclusion et on suggere quelques perspectives a ce travail de recherche.
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I. Les pesticides
I.1. Contexte historique

Les pesticides sont les substances ou mélanges de substances utilisés pour prévenir,
détruire ou controler les parasites qui peuvent causer des dommages pendant la production, la
transformation, le stockage, le transport ou la commercialisation daliments et dautres
produits agricoles qui comprend les insecticides, les herbicides, les fongicides, les
rodenticides, les acaricides et autres régulateurs de croissance. L'utilisation des pesticides
pour lutter contre les parasites remonte a plus de 4000 ans ( Winter, 2012; FAO/WHO,
2017). A I'échelle mondiale, les gens sont engagés dans I'agriculture pour la production de
cultures vivrieres essentielles et de nombreuses autres formes de produits, notamment des
carburants, des fibres et des matiéres premieres. En raison de la pénurie de ressources
naturelles (par exemple, la terre, le sol, I'eau, etc.) et la productivité limitée des cultures, il
existe une demande croissante pour des techniques agricoles avancées qui sont viables
économiquement et écologiquement. Pour résoudre ces problemes, des engrais synthétiques et
des pesticides ont été développés et utilisés pour améliorer les rendements agricoles. Malgré
ces efforts, la productivité agricole est négativement affecté par divers facteurs, en particulier
les phytoravageurs. L'utilisation de pesticides est I'une des options les plus favorables pour
protéger les plantes contre les parasites, les champignons, et les mauvaises herbes Ces
derniéres années, le marché des pesticides développé également une nouvelle classes des
insecticides pour diminuer les effets indésirables induit par les organismes nuisibles.
Néanmoins, lutilisation de pesticides chimiques n'est pas favorable en raison de

préoccupations liées a I'environnement et a la santé humaine (Kumar et al., 2019).
1.2. Classification des pesticides

Les pesticides sont classés sur la base de divers critéres. Les critéres les plus
couramment utilisés pour la classification des pesticides sont leur mode d'entrée, leur
composition chimique et leur cible de destruction. Mais accordant de l'importance a la santé
publique, I'Organisation mondiale de la santé (OMS) et le Systeme général harmonisé (SGH)
ont classe les pesticides en fonction de leur toxicité ou de leurs effets dangereux (Akashe et
al., 2018).
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» Classification des pesticides sur la base de la toxicité

La toxicité des pesticides dépend principalement de deux facteurs a savoir la dose et le

temps. Par conséquent, la quantité de substance impliquée (dose) et la fréquence a laquelle

I'exposition a la substance se produit (temps) donnent lieu a deux types différents de toxicité :

la toxicité aigué et la toxicité chronique. Toxicité aigué - La toxicité aigué fait référence a la

toxicité d'un pesticide pour un humain, un animal ou une plante aprés une seule exposition a

court terme. Un pesticide ayant une toxicité aigué élevée est mortel méme lorsqu'une trés
petite quantité est absorbée ( Cottard, 2008; Akashe et al., 2018).

» Classification des pesticides sur la base de la composition chimique

Les pesticides comme les insecticides, les fongicides, les herbicides et les rodenticides

sont également classés sur la base de leurs compositions chimiques comme suit (Akashe et

al., 2018) :

Insecticides : Sur la base de la composition chimique, les insecticides sont classés
en carbamates (carbaryl), organochlorés (endosulfan), organophosphorés
(monocrotophos), pyréthroides (perméthrine) néonicotinoides (imidaclopride),
divers pesticides tels que spinosynes (Spinosad), benzolurées (diflubenzuron) ,
Antibiotiques (abamectine), etc.

Fongicides : les fongicides sont classés en fongicides azotés aliphatiques (dodine),
fongicides amides (carpropamide), fongicides aromatiques (chlorothalonil),
fongicides dicarboximide (famoxadone), fongicides dinitrophénol (dinocap) etc.
Herbicides : Les herbicides sont les herbicides anilide (flufénacet), les herbicides
phénoxyacétiques (2, 4-D), les herbicides a base dammonium quaternaire
(Paraquat), les herbicides a base de chlorotriazine (atrazine), les herbicides a base

de sulfonylurée (chlorimuron), etc.
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[ Pesticides Classification ‘
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Figure 01: Classification des pesticides selon le ravageur gu'ils tuent et la composition

chimique (Alengebawy et al., 2021)

» Classification des pesticides sur la base du mode d'entree

Les voies d'exposition impliquent I'ingestion de toxines gastriques, l'exposition par
contact, I'expectorant et les évaporateurs. Animaux ou plantes lorsqu'ils sont traités avec des
pesticides systémiques, les produits chimiques se déplacent vers les parties non traitées de
I'organisme. Les herbicides systémiques traversent les plantes et peuvent atteindre des parties
non traitées des racines, des feuilles ou des tiges. lls sont efficaces pour tuer les mauvaises
herbes avec un capuchon de pulvérisation incomplet. lls peuvent pénétrer avec succes dans les
parties de la plante et voyager a travers le systeme vasculaire de la plante pour détruire des

parasites spécifiques (Abubakar et al., 2020; Hassaan & El Nemr, 2020).
» Classification des pesticides selon I'origine

Les pesticides sont également classés selon |’ origine qui est présenté dans le tableau
01 (Abubakar et al., 2020).
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Tableau 01 : Classification des pesticides selon l'origine (Abubakar et al., 2020)

Base sur I'origine Sources et exemples

Sources organiques Naturel Phytochimique végétal (huile
essentielle, extraits de plantes, restes de

tourteaux) Synthétique Produit par synthese

chimique, par exemple pyréthroides,

organophosphates, carbamates,
organochlorés

Inorganique sources Mélange inorganique de sels inorganiques

Bouillie bordelaise Cu (OH),.CaSO,

Malachite Cu (OH),.CaCOjs et soufre

Biologique Biopesicide
(bactéries, virus et champignons)

1.3. Impact de I'utilisation des pesticides sur I'environnement

Les pesticides sont congus pour étre toxiques et avoir des effets néfastes considérables
sur les étres vivants ainsi que dans divers milieux environnementaux comme le sol, l'air et
I'eau. Certaines pesticides comme l'aldrine, la dialdrine, le dichloro DDT, contiennent des
polluants organiques persistants (POP) qui restent dans I'environnement plus longtemps.
L'utilisation répétée de pesticides a causé des pertes de biodiversité et une augmentation
des incidences de résistance et de résurgence des ravageurs (Kumar Srivastava et al.,
2020; Upadhayay et al., 2020). Au cours des dernieres années, de nombreuses études ont
été menées pour évaluer l'importance de la dissémination des résidus agrochimiques dans
I'environnement, car ceux-ci ont causé une contamination importante des écosystémes tout
en empoisonnant et/ou en affectant le contenu nutritionnel des cultures et aliments. Les
voies possibles de la contamination de l'environnement en raison de l'application de
pesticides sur le terrain sont illustrés a la Fig 02. 1l est reconnu que seulement 0,1 % des
pesticides atteignaient les ravageurs cibles, tandis que 99,9 % se sont infiltrés dans le
milieu environnant, ce mangue de livraison I'efficacité a entrainé plusieurs effets nocifs tels
que la pollution de l'eau, contamination du sol, résistance accrue aux ravageurs et aux
agents pathogénes, perte de la biodiversité et I'élimination des espéces clés (par exemple,
les abeilles) (Goswami et al., 2017; Kumar et al., 2019).
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Figure 02 : Représentation schématique des voies possibles de contamination de

I'environnement dues a l'utilisation de pesticides (Kumar et al., 2019).
1.4. Voies d'exposition aux pesticides chez I'homme

L'exposition aux pesticides peut se produire a la fois par voie directe et par voie
indirecte. L'exposition directe se produit lors d'une utilisation agricole, domestique et
professionnelle, tandis que les pesticides sont indirectement transférés par le biais des
aliments. L'air, I'eau, le sol, la flore, la faune et la chaine alimentaire sont les principaux voies
d'exposition aux pesticides chez I'homme (Anderson & Meade, 2014; Nicolopoulou-
Stamati et al., 2016 ; Kim et al., 2017 ) . Les pesticides sont distribués dans tout le corps
humain par la circulation sanguine, mais peuvent étre excrétés par l'urine, la peau et l'air
expiré. Il existe quatre voies courantes pour que les pesticides pénétrent dans le corps humain
: les voies cutanée, orale, oculaire et respiratoire. La toxicité des pesticides peut varier selon le
type d'exposition telle que cutanée, orale ou respiratoire (inhalation). Comme on pourrait s'y
attendre, le danger de contamination par les pesticides augmente généralement avec le dosage
(concentration) et les périodes critiques en plus de la toxicité du produit chimique d'intérét

(Kumar Srivastava et al., 2020).
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Figure 03 : Les différentes voies d'exposition aux pesticides chez I'nomme (Kumar et al.,
2019)

1.5. Toxicité chronique des pesticides

Toxicité chronique des pesticides Les effets chroniques sont des effets nocifs qui se
produisent lorsque de petites doses de pesticides sont répétées sur une période de temps, ils
sont stockés dans les tissus humains et animaux ou excrétés par différentes voies. Ces effets
de I'exposition aux pesticides des troubles sanguins, des troubles génétiques, des troubles
nerveux, des troubles hépatiques et rénales. Les parametres d'évaluation de la santé indiquent
que les personnes travaillant sur des terres agricoles sont confrontées a des problémes de santé
chroniques lorsquelles sont exposées aux pesticides pendant une plus longue durée. Les
organes qui sont significativement affectés en raison d'une exposition a long terme aux
pesticides sont les yeux, le foie, les poumons, les reins et les neurones (Hashimi et al., 2020;

Kumar Srivastava et al., 2020).
1.6. Impacts de I'utilisation des pesticides sur la santé humaine

Les pesticides pourraient affecter a la fois la santé humaine et peuvent étre liés a
diverses maladies, tel que les cancers, les maladies neurodégénératives, la leucémie et

I'asthme. Le risque de danger pour la santé di a I'exposition aux pesticides depend non
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seulement de la toxicité des ingrédients, mais aussi du niveau d'exposition. De plus, certaines
personnes comme les enfants, les femmes enceintes ou les populations vieillissantes peuvent
étre plus sensibles que d'autres aux effets des pesticides (Jolodar et al., 2021; Kim et al.,
2017).

1.6.1. Cancer

L'exposition directe aux pesticides est la principale cause de cancer dans le monde.
Cette question devient une préoccupation mondiale et attire actuellement le chercheur a
travers le monde. Certaines preuves fournies par une étude de santé agricole dans le contexte
de l'augmentation du risque de cancer de la prostate, du sein, de la vessie, des poumons, du
cblon, les tumeurs cérebrales, de la leucémie et du myélome multiple en raison de I'exposition
continue a certains pesticides, « Centre international de recherche sur le cancer » (CIRC),
évalué sur les risques cogéniques des pesticides pour les étres humains, qui est largement
utilisé pour identifier les cancérogénes environnementaux et aider le gouvernement a orienter
formation d'une politique visant a protéger le public des risques de cancer dus a I'alimentation,
a l'environnement et aux agents cancérigénes au travail (Kim et al., 2017; Andersson &
Isgren, 2021; Rani et al., 2021).

1.6.2. Troubles neurologiques

L'exposition aux pesticides joue un réle contributif dans la croissance des syndromes
neurologiques. Les preuves avaient révélé une association entre le contact avec les pesticides
et l'apparition de la maladie neurologique. Les maladies les plus courantes liées a l'impact
neurotoxique des pesticides sont la maladie de Parkinson et la maladie d'Alzheimer (Rani et
al., 2021).

La maladie de Parkinson (MP) est liée a I'épuisement des neurones dopaminergiques
de la substance noire qui entraine l'apparition de symptdmes tels que rigidité, akinésie et
tremblements ; et la sévérité de la maladie augmente progressivement au fil des ans. Des

études antérieures avaient établi le r6le des pesticides sur l'instigation de la MP.

La roténone et le paraquat et les pyréthroides sont des pesticides bien connus pour
développer un modele animal de la maladie de Parkinson a base de toxines, car ils induisent
une neuro-inflammation et une perte de neurones dopaminergiques. Des souris albinos suisses
traitées avec de la roténone ont développé une MP en raison de la détérioration des neurones
riches en dopaminergiques (Hernandez et al., 2017; Rani et al., 2021).
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La maladie d'Alzheimer (MA) est une forme de démence qui entraine des dommages
progressifs a la mémoire et a la rétention d'‘énergie en raison de la neurodégénérescence du
cortex cérébral. L'exposition aux pesticides comme les organochlorés et les organophosphorés
a endommagé les neurones cholinergiques du prosencéphale basal, ce qui a causé un
dysfonctionnement de la memoire, de la motricité et de la sensibilité (Rani et al., 2021; Yan
et al., 2016).
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Figure 04 : Les effets de l'utilisation des pesticides sur la santé humaine (Rani et al., 2021)

Bien que les pesticides soient congus pour dissuader, eliminer ou controler les
parasites indésirables, de nombreuses études ont soulevé des questions sur les risques pour
I'environnement et la santé humaine associés a ces pesticides. Par conséquent, les agents
naturels de lutte biologique (virus, insectes, bactéries utiles et nématodes) peuvent étre utilisés
comme stratégies de lutte. En outre, toutes les parties prenantes, y compris les départements
gouvernementaux, les organisations non gouvernementales et les producteurs devraient
déployer des efforts a large spectre dans la recherche, I'amélioration de la qualité, la
surveillance et I'enregistrement des produits, et introduire des politiques d'utilisation des
pesticides tout en préconisant I'éducation du public concernant les pesticides (Alengebawy et
al., 2021).
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1. Les Diamides Anthraniliques
I1.1. Généralités

Au cours du siecle dernier, un grand nombre d'insecticides ont été introduits sur le
marché. Fait intéressant, chaque décennie a vu l'introduction d'au moins une nouvelle classe
chimique majeure. Par exemple, les organophosphorés, les carbamates, les organochlorés, les
pyréthroides synthétiques et les néonicotinoides ont aidé les agriculteurs a protéger leurs
cultures, méme si certains de ces produits chimiques ont apporté avec eux des problémes
environnementaux et sanitaires indésirables. C'est le miracle de la chimie organique qu'apres
des décennies de recherche, de nouvelles classes de petites molécules sont encore
découvertes, avec de nouveaux modes d'action et des profils environnementaux répondant a la
fois aux problémes de résistance et aux critéres d'enregistrement tres exigeants. En raison de
la capacité des insectes a developper rapidement une resistance, la decouverte d'agents
agissant sur de nouvelles cibles biochimiques est un outil important pour une lutte efficace
contre les ravageurs la classe d'insecticides les diamides anthraniliques (groupe IRAC 28)
(Lahm et al., 2005; Jeanguenat, 2013), qui offrent un contrble exceptionnel grace a action
sur une nouvelle cible, le récepteur de la ryanodine. Les diamides anthraniliques activent
puissamment ce récepteur, libérant le calcium stocké du réticulum sarcoendoplasmique
provoquant une altération de la régulation de la contraction musculaire, ce qui entraine une
régulation altérée de la contraction musculaire (Cordova et al., 2006). Bien que les Diamides
anthraniliques aient été des outils efficaces de lutte antiparasitaire, ils n’ont pas ét€¢ une option
rentable pour certaines cultures. Les diamides anthraniliques sont plus colteux a produire que
les pyréthrinoides et les néonicotinoides, ce qui entraine une hausse des prix pour les
agriculteurs qui les achetent. Néanmoins, nous prévoyons que les diamides anthranilique vont
jouer un réle essentiel dans les programmes futurs de gestion des ravageurs de légumes
(Schmidt-Jeffris & Nault, 2016).

11.2. Classification

Le Cyantraniliprole, le chlorantraniliprole et le flubendiamide, les trois premiers
insecticides développés dans cette classe, démontrent une activité a large spectre
exceptionnelle sur les Iépidoptéres. Le flubendiamide est un diamide phtalique, alors que le
chlorantraniliprole et le Cyantraniliprole appartiennent a la classe structurale anthranilique du

diamide. Bien que structurellement distinctes, les deux classes de composés présentent des
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propriétés insecticides via l'activation des récepteurs de la ryanodine (Cordova et al., 2006;
Tiwari & Stelinski, 2013).
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Figure 05 : Exemples des insecticides des diamides (Hua et al., 2014)

11.3. Exemple sur les diamides anthraniliques : Cyantraniliprole
11.3.1. Identité, propriétés et usages
11.3.1.1. Définition

Le cyantraniliprole est le deuxieme insecticide de la famille chimique des
anthranilamides, découvert par DuPont Crop Protection. Cet insecticide est actuellement
enregistré sous le nom commercial de Exirel™ et d’autre noms commercial comme
Cyazypyr®, Verimark® et Benevia®. Le cyantraniliprole est utilisé pour lutter contre les
insectes nuisibles dans les cultures fruitieres, les noix, les cultures de graines oléagineuses, le
coton, les raisins, le riz, les légumes, les plantes ornementales et le gazon a travers le monde,
est homologué pour une utilisation dans le colza aux Etats-Unis et au Canada. ( Sun et al.,
2012; Tiwari & Stelinski, 2013; Troisi et al., 2014 ; Ammar et al., 2015; Dinter & Samel,
2015; Kodandaram et al., 2017).
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11.3.1.2. Propriétés physiques et chimiques de cyantraniliprole

Tableau 02 : Caractéristiques chimiques du constituant actif ( Authority, 2015)

Nom commun Cyantraniliprole (approuvé I1SO, AS)
Nom IUPAC 3-bromo-1-(3-chloro-2-pyridyl)-4'-cyano-2'-méthyl-6'-
(méthylcarbamoyl)pyrazole-5-carboxanilide
Nom du cas 3-bromo-1-(3-chloro-2-pyridinyl)-N-[4-cyano-2-méthyl-6-
[(méthylamino)carbonyl]phényl]-1H-pyrazole-5-carboxamide
Numeéro de registre cas 736994-63-1
Codes du fabricant DPX-HGW86
Pureté minimale 930 g/kg
Formule moléculaire C10H14BrCINgO2
Masse moléculaire 473.7
Structure P
N |
r-{ i f'_\ o _-CN
Famille chimique Diamide anthranilique

- Les caracteristiques physique de cyantraniliprole comme suivant :

Tableau 03 : Caractéristiques physiques du constituant actif ( Authority, 2015)

Etat physique Solide
Odeur Aucune odeur caractéristique
Couleur Poudre blanc cassé
Point de fusion 217-219 °C
pH a 21°C 5,61, 1% suspension dans I'eau distillée

Solubilité dans I'eau 14,24 mg/L (apH 4 : 17,43, pH7 : 12,33 n pHI : 5,94 mg/L) a
(a 20°c pour 98,4% pH 9, une hydrolyse se produit.

dactifs purs)

Inflammabilité Non inflammable
Propriétés explosives Non explosif
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11.3.1.3. Toxicocinétique de cyantraniliprole
» Absorption

L'absorption du cyantraniliprole apres l'administration orale a faible dose unique était
modéréement élevée, avec 62,6 a 80,4 % de la matiére absorbée apres I'administration a faible
dose (10 mg/kg pc). L'administration orale a forte dose (150 mg/kg de poids corporel) a
entrainé une absorption globale plus faible (31,4 a 40 %). Le cyantraniliprole absorbé était
largement distribué dans l'organisme et éliminé rapidement, avec de trés faibles niveaux (< 1
%) de dose administrée restant dans les tissus individuels 7 jours apres I'administration.
L'absorption cutanée de la formulation de cyantraniliprole était faible, avec une absorption
humaine in vivo estimée de 0,2 & 0,8 % pour des concentrations comprises entre 1 et 100 g/L
de cyantraniliprole (Yoshida & McGregor, 2013; Authority, 2015; Xu et al., 2020).

> Distribution

Le cyantraniliprole s’est distribué dans tous les tissus, atteignant la concentration
tissulaire maximale en environ 2 heures. Les concentrations ont été les plus élevées dans le
tractus gastro-intestinal, la glande thyroide, les poumons, I’hypophyse et les glandes
surrénales. Les concentrations etaient plus élevées chez les femelles, en particulier dans la
graisse, et la durée de rétention dans les tissus plus longue que chez les males. Apres les
administrations répétées, les demi-vies de radioactivité chez les femelles ont été de 5,6 jours
dans le plasma et de 2,6 jours dans la graisse ( Authority, 2015; Authority, 2014; Yoshida
& McGregor, 2013).

> Elimination

L'élimination du cyantraniliprole Apres une dose unique faible, 1I’excrétion urinaire a
été la principale voie d’élimination (33 % a 42 %). Aprés 1’administration d’une dose unique
élevée ou de doses répétées, I’excrétion fécale a été une voie d’élimination plus importante,
en général. L’¢élimination par 1’excrétion biliaire a représenté 10 % a 37 %, a la dose faible, et
10 % a 16 % a la dose élevée. L’excrétion par la respiration a été négligeable ( Yoshida &
McGregor, 2013 ; Authority, 2014 ; Authority, 2015).
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»  Métabolisme

Le métabolisme du cyantraniliprole était important et consistait en des processus
d'hydroxylation, de N-désalkylation, d'oxydation et de conjugaison. Aucune différence de
métabolisme liée au sexe ou a la dose n'a été observée, et le profil métabolique des
expériences marquées au 14C-cyano- ou au 14C-pyrazol-carbonyle était similaire. Aucune
preuve de bioaccumulation ou de persistance n'a été observée, les demi-vies tissulaires et les
rapports tissu /plasma dans I'étude répétée a faible dose (10 mg/kg pc, 14 jours) indiquant une
faible accumulation tissulaire. La voie métabolique proposée pour le cyantraniliprole
comporte une hydroxylation et/ou la fermeture d’un cycle, suivie(s) d’une autre
hydroxylation, de la formation d’acides carboxyliques et/ou d’une glucuronidation.
hydroxylé. ( Authority, 2015; Bentley et al., 2010; Dong et al., 2012; Yoshida &
McGregor, 2013; Zhang et al., 2020).
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Figure 06: Voie métabolique proposée de cyantraniliprole chez les rats ( Authority, 2015;
Yoshida & McGregor, 2013)
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11.3.1.4. Mode d’action

Le cyantraniliprole appartient au groupe de mode d’action 28, qui réunit les maticres
actives perturbant le fonctionnement des récepteurs de la ryanodine dans les muscles des
insectes. Cet effet entraine la paralysie, I’arrét de 1’alimentation et la mort chez les insectes
exposés. Les voies d’exposition par lesquelles le cyantraniliprole agit sont ’ingestion et le
contact. Il est toutefois plus puissant lorsqu’il est ingéré. Il est mobile dans le xyléme des
végétaux, d’ou son action systémique par absorption racinaire, mais son action systémique est
limitée lorsqu’il est appliqué sur le feuillage ( Lahm et al., 2005 ; Lanner et al., 2010 ; Qi &
Casida, 2013; Xu et al., 2016 ; Kupynyak et al., 2017; ARLA, 2020).
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Figure 07 : mode d'action dans les muscles des insectes (Alvarez, 2015)

11.3.1.5. Toxicité pour les animaux de laboratoire
11.3.1.5.1. Toxicité aigué

L’ARLA a procédé a I’examen approfondi de la base de données toxicologique
élaborée pour le cyantraniliprole. L’Agence estime que la base de données, formée par
I’ensemble des études de toxicité requises pour I’évaluation du danger, est complete. Les
études ont été réalisées conformément a des protocoles d’essai reconnus a I’échelle
internationale et aux bonnes pratiques de laboratoire. Les données sont de grande qualité sur
le plan scientifique, et la base de données est jugée adéquate pour définir la plupart des effets
toxiques pouvant découler de I’exposition au cyantraniliprole (ARLA, 2020). La toxicité
aigué du cyantraniliprole est résumée au tableau 04. Le cyantraniliprole présente une faible
toxicité aigué par voie orale chez le rat (DL50 > 5000 mg/kg pc) et la souris (DL50 > 5000
mg/kg pc), et par voie cutanée (DL50 > 5000 mg/kg pc) et par inhalation, aussi n'est pas un
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irritant cutané chez le lapin mais est un irritant Iéger pour les yeux chez la méme espéce Guo
et al., 2013; Authority, 2015).

Tableau 04. La toxicité aigué de cyantraniliprole (Yoshida & McGregor, 2013)

Route Lesespécesellesee Do/ de poks o)) anomalies Réference
Mles Les femeles

gavage Femelle ga rat 30 {3/ - 5000 Aucun changement n's Menulsere

P 970% n delot g o eervé (200%3)

9182.4). treatmenirelatad

Ordl Des sours emeles CRE - > 5000 Auundecsseudessnes Manuisaria

(Pureté 9 5% lotno 1o tlinigues angmay {2008a)

HGWBE-230).

Demique rat S0 male 2 5000 > 5000 Aucundecesoudessignes MENLIGENe

(Purete 4 5% lotpo  femelle 5/ seres clques anomau (20080)

HGWAG-230). qroupe]

Inhilation rat 30 mile > 6myilen > 62/ Luw AU oS 00 Welnberg

(Pureté 94 5% lotng  temele 61 sexes Binee ciniguee (2008)

HGWAG-230). qroupe) anaimax

11.3.1.5.2. Toxicité subchronique

Les études de toxicité orale & court terme suivantes ont été menées avec le
cyantraniliprole : étude par voie orale de 28 jours (par le régime alimentaire) chez le rat,
études par voie orale de 90 jours (régime alimentaire) chez le rat, la souris et le chien. Une
étude de toxicité cutanée sur 28 jours chez les rats et par inhalation de 28 jours (par voie
intranasale uniquement) chez les rats (Bentley et al., 2010; Yoshida & McGregor, 2013
;Plata-Rueda et al., 2019).
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11.3.1.6. Les effets toxiques de I’Exirel (cyantraniliprole)

La base de données toxicologiques soumise aux fins de [1’évaluation du
cyantraniliprole est adéquate pour definir la majorité des effets toxiques qui pourraient
découler de I’exposition a ce produit (ARLA, 2020).

11.3.1.6.1. Effets hépatoxiques

Dans des études de I’exposition a court terme et chronique sur des animaux de
laboratoire, le foie le principaux organe ciblé qui provoque une hypertrophie, augmentation
du poids du foie observés chez les rongeurs étaient associés a des augmentations de la teneur
hépatique en cytochrome P450 et de l'activité des enzymes hépatiques. Des preuves de
résultats histopathologiques toxicologiquement significatifs dans le foie (nécrose focale,
vacuolisation et autres altérations cellulaires) ont été observées a des doses plus élevées
uniquement chez les rongeurs. Cependant, chez les chiens, des résultats toxicologiquement
significatifs, y compris des altérations et des effets histopathologiques (par exemple,
dégénérescence hépatocellulaire et l'infiltration des leucocytes dans les sinusoides ) se sont

produits avec l'augmentation de la durée de I'étude ( Authority, 2015; Zeng et al., 2021).
11.3.1.6.2. Effets neurotoxiques

Le cyantraniliprole n'était pas neurotoxique dans les études de neurotoxicité aigué et
subchronique de 13 semaines chez le rat. De plus, il n'y a eu aucun changement
microscopique et sur les parametres comportementaux ( Yoshida & McGregor, 2013 ;
Authority, 2015).

11.3.1.6.3. Effets génotoxiques

Le cyantraniliprole ne s'est pas révélé mutagéne ni génotoxique dans une série
conventionnelle d'études in vitro avec et sans activation métabolique, ni génotoxique dans un
essai in vivo du micronoyau de la moelle osseuse chez la souris par voie oral ( Authority,
2015; ARLA, 2020).
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11.3.1.6.4. Effets reprotoxiques

Il n'y avait aucune indication chez le rat d'effets sur la fertilité aprés une exposition
multigénérationnelle au cyantraniliprole. Les effets parentaux rapportés tournaient autour des
modifications thyroidiennes liées a la dose (augmentation du poids, hypertrophie/hyperplasie
des cellules folliculaires). La toxicité pour la descendance n'a été détectée qu'a des doses
considérées comme maternotoxiques dans I'étude de reproduction sur deux générations et les
études de toxicité pour le développement. Aucun signe de tératogénicité n'a été observé dans
les études de développement chez le rat et le lapin ( Authority, 2015).

11.3.1.6.5. Effets immunotoxiques

Le cyantraniliprole n'était pas immunotoxique chez les rongeurs aux doses limites
testées ( Authority, 2015; ARLA, 2020).

11.3.1.7. Risques pour I’environnement

Le cyantraniliprole et ses principaux produits de transformation présentent un risque
négligeable pour les organismes vivant dans le sol, les végétaux aquatiques, les algues (d’eau
douce et marines), le poisson (d’eau douce et marines) et certaines especes d’invertébrés
aquatiques et d’amphibiens. Le cyantraniliprole peut toutefois porter atteinte a certaines
especes d’invertébrés aquatiques exposées a ce produit par suite de son application au sol ou
foliaire. Le cyantraniliprole appliqué par pulvérisation foliaire peut aussi avoir des effets
nocifs sur les arthropodes utiles et les abeilles. C’est pourquoi il est nécessaire que les
étiquettes des produits a base de cyantraniliprole comportent des énoncés relatifs a
I’aménagement de zones tampons et a 1’application de mesures de réduction du ruissellement.
En outre, pour réduire les effets potentiels du cyantraniliprole chez les organismes terrestres
(arthropodes utiles et abeilles), 1’étiquette doit mentionner d’éviter les applications foliaires
pendant que les abeilles butinent activement et de réduire la dérive ( Larson et al., 2012;
Murillo et al., 2015; Green, 2016; Mohite et al., 2017; ARLA, 2020).
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I1l.  Stress oxydatif
I11.1. Définition du stress oxydant

Le stress oxydatif, défini comme une perturbation de I'équilibre entre la production
d'especes réactives de l'oxygene (radicaux libres) et les défenses antioxydants dans votre
corps pouvant endommager les systemes biologiques. Depuis lors, le domaine de la biologie
redox a évolue des concepts de stress oxydatif en pathologie a la signalisation redox en
physiologie, Cependant, la mesure dans laquelle le stress oxydatif participe a la pathologie
des maladies est assez variable, de sorte que I'efficacité de l'augmentation de la défense
antioxydants peut étre limitée dans certaines maladies. (Betteridge, 2000; Hayes et al., 2020;

Forman & Zhang, 2021; Pisoschi et al., 2021; Rusz et al., 2021).
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Figure 08 : Conséquences du déséquilibre entre les especes oxygénées réactives et la défense

antioxydants (Pisoschi et al., 2021)
I11.2. Les radicaux libres

Les radicaux libres sont des molécules contenant de I'oxygéne avec un nombre impair
d'électrons, le nombre impair leur permet de réagir facilement avec d'autres molécules. Il
existe un équilibre délicat entre la génération de radicaux libres et d'antioxydants, dans les
organismes sains, les radicaux libres sont maintenus a une concentration modérée, qui jouent
un rdle indispensable dans les fonctions immunitaires, les voies de signalisation cellulaire et

les chaines respiratoires mitochondriales (Wang et al., 2021). D’autres part, les radicaux
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libres peuvent provoquer des réactions chimiques a grande chaine dans votre corps, car ils
réagissent si facilement avec dautres molécules. Ces réactions sont appelées oxydation. Ils
peuvent étre bénéfiques ou nocifs (Alkadi, 2020; Di Meo & Venditti, 2020).

111.3. Origine des radicaux libres

Deux origines des radicaux libres : endogéne et exogene.
111.3.1. Endogéne

Les précurseurs des ROS, I'anion superoxyde O,"" peut provenir de plusieurs sources
cellulaires. Les sources endogénes font principalement référence au métabolisme cellulaire
enzymatique dans les mitochondries, les peroxysomes et le réticulum endoplasmique, ou la
consommation d'oxygéne se produit principalement. En fait, la plupart des molécules
d'oxygene sont manipulées par la cytochrome oxydase, une enzyme des mitochondries, qui est
capable de transférer quatre électrons a I'O, pour former deux molécules d'H,O stables.
Cependant, le transfert de moins de quatre électrons dans la réduction de l'oxygéne molécule
est sujette a la génération de produits d'oxygene actif. Par exemple, I'O," est produit via une
réaction catalysée par une enzyme (y compris la NADPH oxydase de la membrane
cytoplasmique, le complexe enzymatique de la chaine respiratoire mitochondriale, la xanthine
oxydase, les peroxydases et les cytochromes P450) et par un processus non enzymatique, dans
lequel un seul électron est transféré a I'oxygéne moléculaire. L'O,™, en tant que radical libre le
plus critique et le plus répandu dans les organismes vivants, participe a la formation d'autres
ROS, tels que le peroxyde d'hydrogene (H,O,) et le radical hydroxyle (OH"). L'inflammation
est par ailleurs une source importante de radicaux oxygénés produits directement par les
cellules phagocytaires activées qui sont le siege d'un phénomeéne appelé explosion oxydative.
Une autre espece radicalaire, le monoxyde d'azote, est elle aussi produite par les systemes
enzymatiques que sont les différentes NO synthases (ou NOS), a des fins de médiation par les
neurones, les cellules endothéliales ou les macrophages. De maniére générale, toute réaction
biochimique faisant intervenir de I'oxygene moléculaire est susceptible d'étre a l'origine d'une
production des radicaux libres oxygénés ( Vejerano et al., 2018; Alili et al., 2020; Jiang et
al., 2020; Liu et al., 2021; Sundaram Sanjay & Shukla, 2021).
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Figure 09 : Apercu de la production mitochondriale de ROS (Murphy, 2009)
111.3.1. Exogéne

Les sources externes de radicaux libres sont diverses, telles que la pollution de l'air/de
I'eau, le tabagisme, la lumiére ultraviolette, I'alcool et les rayonnements ionisants. certains
médicaments sont une source importante des radicaux libres par oxydation des composés au
niveau du cytochrome P450. De plus, Les pesticides sont souvent trouvé dans
I'environnements. L'homme y est de plus en plus exposé que ce soit par le sol, I'air ou l'eau.
Des études ont montré que ces pesticides ont la capacité de générer des espéces radicalaires
actives, provoquant des dommages cellulaires importants en diminuant les activités
enzymatiques et en lésant la bicouche lipidique et les molécules d'ADN (Asao &
Asaduzzaman, 2018; Vejerano et al., 2018; Forman & Zhang, 2021; Liu et al., 2021;
Sundaram Sanjay & Shukla, 2021).
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111.4. Différentes types des radicaux libres

Les ER se divisent en deux familles : les especes réactives de I’oxygene (EROs) et les

especes réactives de 1’azote (ERNSs).

» Le dioxygéne (O,) est le point de départ de la formation des ROS. En effet, en capturant un
électron, le dioxygéne provoque la formation d'anions superoxydes (O," ). Ce sont les
ROS les plus abondants dans les cellules et sont responsables de la formation de tous les
autres types de ROS, notamment les radicaux hydroxyle (OH") et hydroperoxyle (*|HO2) et
d'autres especes non radicalaires, comme le peroxyde dhydrogene (H,O,) capable de
forment le radical hydroxyle (Dubois-Deruy et al., 2020; Eldridge, 2020).

> Les anions superoxydes peuvent alors interagir avec le NO pour former du peroxynitrite
(ONOO) ou étre convertis en peroxyde d'hydrogéne par l'action d'enzymes superoxyde
dismutase (SOD). Les anions superoxydes peuvent egalement interagir avec le peroxyde
d'’hydrogéne selon la réaction de Haber-Weiss, conduisant a la production du radical
hydroxyle. De plus, le peroxynitrite est détoxifié en acide peroxynitreux (ONOOH) aprés
capture d'un proton. Le peroxyde d'hydrogene peut conduire a la production de radicaux
hydroxyles selon la réaction de Fenton en présence d'ions ferreux et a la formation d'acide
hypochloreux (HOCI) par action des myéloperoxydases. Le peroxyde d'hydrogéne est
finalement détoxifié dans I'eau par I'action de plusieurs enzymes : la glutathion peroxydase
(GPX), la catalase et les peroxyredoxines (Prx). Enfin, I'acide hypochloreux peut interagir
avec le peroxyde d'hydrogéne pour former de I'oxygéne singulet (*02) (Dubois-Deruy et
al., 2020; Eldridge, 2020).

Tableau 05. Certaines espéces réactives de I'oxygéne (ROS) (Sundaram Sanjay & Shukla,

2021)
Radicaux libres Des particules, qui ne sont pas des radicaux libres
Superoxyde, O, ™ Hydrogéne peroxyde, H,O, (Fentons réaction)
hydroxyle, OH’ Acide hypochloreux, HCOI
Peroxyle, ROO Ozone, O3
Alkoxy, RO’ Oxygéne singulet, 102
Hydroperoxyle, HO2 Oxyde nitrique, NO
Monoxyde d’azote NO Peroxynitrite ONOO
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I11.5. Action des ERO
111.5.1. Action non délétére (réle biologique)

Les ERO jouent le rdle de seconds messagers, régulant plusieurs processus
physiologiques moléculaires cellulaires et tissulaires. Elles participent dans la défense
antibactérienne au cours des réactions de cytotoxicité face aux agents pathogeénes, la
destruction par apoptose des cellules tumorales, la transduction de signaux cellulaires,
interviennent également dans la régulation des génes par un phénomeéne appelé contréle redox
des genes, la modulation du métabolisme cellulaire par interaction ligand — recepteur, le
développement embryonnaire, la croissance, la prolifération, la différenciation et la survie

cellulaire (Aggarwal et al., 2019; Bensakhria, 2018).
111.5.2. Action délétére

Lorsque la quantité d'ERO générée dépasse les capacités antioxydants de lI'organisme,
la toxicité des ERO s'exprime par de nombreux aspects, cette toxicité s'explique par la
réactivité des ERO, en vers les macromolécules biologiques (protéines, lipides et 'ADN)(Sies
& Jones, 2020).
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Figure 10 : dommages oxydatifs induits par les espéces réactives de l'oxygene (ROS)

(Engwa, 2018)
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111.5.2.1. L’oxydation des protéines

Les protéines peuvent étre modifiées par oxydation de trois manieres : modification
oxydative d'un acide aminé spécifique, clivage peptidique a médiation radicalaire et formation
d'une réticulation protéique due a la réaction avec les produits de peroxydation lipidique. Les
protéines contenant des acides aminés tels que la méthionine, la cystéine, l'arginine et
I'nistidine semblent étre les plus wvulnérables a l'oxydation. Le radical peroxyle est
généralement considéré comme une espéce de radicaux libres pour I'oxydation des protéines.
Les ROS peuvent endommager les protéines et produire des carbonyles et d'autres
modifications d'acides aminés, y compris la formation de sulfoxyde de méthionine et de
carbonyles de protéines et d'autres modifications d'acides aminés, y compris la formation de
sulfoxyde de meéthionine et de peroxyde de protéine. L'oxydation des protéines affecte
l'altération du mécanisme de transduction du signal, l'activité enzymatique, la stabilité
thermique et la sensibilité a la protéolyse, ce qui conduit au vieillissement (Freeman &
Crapo, 1982; Lobo et al., 2010).

111.5.2.2. L’oxydation des lipides

Les premieres cibles privilégiées de 1’attaque radicalaire sont les lipides et
principalement leurs acides gras polyinsaturés (AGPI) comme les lipides majeurs des
membranes cellulaires et des lipoprotéines. La peroxydation lipidique se produit sur les acides
gras polysaturés situés sur les membranes cellulaires et se poursuit par une réaction
radicalaire en chaine. On pense que le radical hydroxyle initie les ROS et élimine I'atome
d'hydrogene, produisant ainsi un radical lipidique et ensuite converti en conjugué diene. De
plus, par addition d'oxygéne, il forme un radical peroxyle; ce radical tres réactif attaque un
autre acide gras formant de I'hydroperoxyde lipidique (LOOH) et un nouveau radical. Ainsi,
la peroxydation lipidique se propage. En raison de la peroxydation des lipides, un certain
nombre de composés sont formés, par exemple, des alcanes, du malanoaldéhyde et des
isoprotanes, le acides thiobarbiturique (TBARS) et le 4-hydroxynonenal (4-HNE). Ces
composés sont utilisés comme marqueurs dans le dosage de la peroxydation lipidique et ont
été vérifiés dans de nombreuses maladies telles que les maladies neurogénératives, les lésions
de reperfusion ischémique et le diabéte. ( Lobo et al., 2010; Ursini & Maiorino, 2020
Jaganjac et al., 2021).
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I11.5.2.3. L’oxydation de ’ADN

De nombreuses expériences fournissent clairement des preuves que L’ADN nucléaire
et ADN mitochondrial est le cible privilégiée des oxydations par les ROS, du fait sa proximité
directe de 1’'une des principales sources de ROS cellulaires : la chaine respiratoire
mitochondriale. Les réactions d’oxydation de I’ADN créant un grand nombre de dommages
de ’ADN, et on peut noter quatre classes principales des dommages : les coupures simples et
doubles brins, les bases modifiées comme la 8-OHdG (qui est un marqueur des dommages
oxydatifs de I’ADN), les pontages ADN-ADN et les pontages ADN-protéines. Les aldéhydes
réactifs issus de la peroxydation lipidique dont le MDA et le 4-HNE peuvent s’ajouter au
groupe amine des bases de I’ADN et constituer ainsi une autre class¢ de dégats oxydatifs de
I’ADN. Les altérations du matériel génétique s’accumuleront au sein de I’ADN représentant
ainsi la premiére étape impliquée dans la mutagenése, la carcinogenese et le vieillissement
(Recknagel et al., 1991; Lobo et al., 2010; Dizdaroglu & Jaruga, 2012; Kowalska et al.,
2020).

IV.  Principaux antioxydants et leurs fonctions

Les antioxydants est une molécule suffisamment stable pour donner un électron a un
radical libre déchainé et le neutraliser, réduisant ainsi sa capacité a endommager, qui empéche
ou supprime ou inhibe les dommages oxydatifs induit par les ROS pour réduire les processus
oxydatifs et les effets nocifs des ROS. Certains de ces antioxydants, sont produits au cours du
métabolisme normal de I'organisme, d'autres antioxydants plus légers se trouvent dans
I'alimentation ( Lobo et al., 2010; Bursal et al., 2013; Goger et al., 2013; Cakmaka et al.,
2015; Gulcin, 2020).

IV.1. Les antioxydants enzymatiques

Les antioxydants enzymatiques sont considérés comme la 1lére ligne de défense

principalement représentée par :
IV.1.1. Superoxide dismutase (SOD)

Les superoxyde dismutases (SOD) sont une classe d'enzymes étroitement apparentées
qui catalysent la décomposition de l'anion superoxyde en oxygene et en peroxyde
d'hydrogene. Les enzymes SOD sont présentes dans presque toutes les cellules aérobies et

dans les fluides extracellulaires. Il existe trois grandes familles de superoxyde dismutase,
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selon le cofacteur métallique : Cu/Zn (qui se lie a la fois au cuivre et au zinc), les types Fe et
Mn (qui se lient soit au fer soit au manganése), et enfin le type Ni qui se lie au nickel
(Bannister et al., 1987; Zelko et al., 2002; Corpas et al., 2006; Lobo et al., 2010).

Selon la réaction suivant :

20," +2H" > O+ H0;

La réaction catalysée par les SOD génére du peroxyde d’hydrogene. Le peroxyde
d’hydrogene est un composé oxydant qui pourra étre éliminé par la catalase ou la glutathion

peroxydase.
VI1.1.2. La Catalase

La catalase a été la premiére enzyme antioxydant a étre caracterisée. Il est localiseé
principalement dans les peroxysomes des cellules qui contiennent la plupart des enzymes
capables de générer du peroxyde d'hydrogéne. 1l se compose de quatre sous-unités protéiques,
chacune contenant un groupe heme et une molécule de NADPH. La catalase est
principalement présente dans le foie et les erythrocytes montrant les plus grandes activites,
mais se trouve dans d'autres tissus. A cette fin, la catalase est fréquemment utilisée par les
cellules pour catalyser rapidement la décomposition du peroxyde d'hydrogéne en molécules
d'oxygéne gazeux et d'eau moins réactives (Chelikani et al., 2004; Lobo et al., 2010;

Baudin, 2020; Engwa, 2018).
CAT
2H,0, » 2H,O + O,

V1.1.3. Systémes de glutathion

Le systeme glutathion comprend le glutathion, la glutathion réductase, les glutathion
peroxydases et les glutathion S-transférases. Ce systeme se trouve chez les animaux, les
plantes et les micro-organismes. Les glutathion S-transférases présentent une activité élevée
avec les peroxydes lipidiques. Ces enzymes sont a des niveaux particulierement élevés dans le
foie et servent également au métabolisme de détoxification (Hayes et al., 2005; Lobo et al.,
2010). La glutathion peroxydase est une enzyme synthétisée principalement dans le rein et
présente dans presque tous les tissus, bien qu'elle soit fortement présente dans le foie. Son
emplacement subcellulaire est généralement le cytosol et les mitochondries qui contenant
quatre cofacteurs de sélénium qui catalysent l'oxydation du glutathion réduit (GSH)

décomposant le peroxyde d'hydrogéne ou une autre espéce telle qu'un hydroperoxyde
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lipidique suggére qu'il pourrait étre impliqué dans la réparation des dommages cellulaires dus
a la peroxydation lipidique. L'activité de GPx dépend de la disponibilité constante de
glutathion réduit qui est régéneré a partir de glutathion oxydé (GSSG). ( Lobo et al., 2010;
Brigelius-Flohé, 2013; Jiao et al., 2017; Engwa, 2018).

La glutathion peroxydase (GSH-Px) agit en synergie avec la SOD puisque son réle est
d’accélérer la dismutation du H,O, en H,O et O, Il existe également une glutathion
peroxydase associée a la membrane mitochondriale, la phospholipide-hydroperoxyde
glutathion peroxydase (PHGPx) qui est spécifiguement impliquée dans la diminution de la

peroxydation lipidique (Stevnsner et al., 2002).

V1.2. Les antioxydants non enzymatiques
V1.2.1. Glutathion (GSH)

Le glutathion est un peptide contenant de la cystéine présent dans la plupart des
formes de vie aérobie. Il existe sous forme de GSH sous sa forme réduite et 2 molécules de
GSH peuvent étre jointes par oxydation au niveau de leurs groupes SH du résidu cystéine en
un pont disulfure pour former le GSSG qui est la forme oxydée. Un rapport GSH/GSSG élevé
est essentiel pour assurer une protection contre le stress oxydant. Le glutathion a des
propriétés antioxydants puisque le groupe thiol dans sa partie cystéine est un agent réducteur
et peut étre oxydé et réduit de maniére réversible. Le GSH agit généralement comme un
cofacteur de la glutathion peroxydase, servant ainsi d'antioxydant indirect en donnant les
électrons nécessaires a la décomposition de H,0,. La maintenance d'un niveau élevé de
glutathion est donc essentielle pour prévenir d'éventuels dégats oxydatifs (Valko et al.,
2007; Lobo et al., 2010; Filaire & Toumi, 2012; Engwa, 2018; Oestreicher & Morgan,
2019) .

V1.2.2. Vitamine C (Acide ascorbique)

L'acide ascorbique est un antioxydant hydrosoluble C'est une molécule antioxydant
capable de réagir directement avec tous les ROS réduisant ainsi la peroxydation lipidique et
les dommages aux protéines et a I'ADN. Plus encore, I'ascorbate peut réagir avec le GSH pour
régénérer la vitamine E dans les membranes cellulaires (Monacelli et al., 2017; Engwa,
2018; Njus et al., 2020; Abdullah et al., 2021).
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V1.2.3. Vitamine E (a-tocophérol)

La vitamine E est un antioxydant liposoluble qu'elle protege les membranes de
I'oxydation en réagissant avec les radicaux lipidiques produits dans la réaction en chaine de la
peroxydation lipidique. Cela élimine les intermédiaires radicaux libres et empéche la réaction
de propagation de se poursuivre. Cette réaction produit des radicaux a-tocophéroxyle oxydés
qui peuvent étre recyclés sous la forme réduite active par réduction par d'autres antioxydants,
tels que l'ascorbate, le rétinol ou l'ubiquinol (Herrera & Barbas, 2001; Traber & Atkinson,
2007; Lobo et al., 2010).

V1.2.4. Les polyphénols

Les polyphénols constituent les composés phytochimiques les plus abondants fournis
par les aliments en raison de leur enrichissement en fruits, légumes et produits dérivés des
graines. De nombreuses études ont souligné leurs propriétés antioxydantes et antiradicalaires
conduisant & les considérer comme de puissants antioxydants. L'activité antioxydante des
polyphénols repose notamment sur leur capacité a inhiber les enzymes générant des ROS en
plus de la régulation positive de plusieurs enzymes antioxydantes (Pereira et al., 2006; Le
Lay et al., 2014; Moo-Huchin et al., 2015; Monacelli et al., 2017; Tan et al., 2018; Rosa et
al., 2019; Gulcin, 2020).

Repair mechanism Physical defence mechanism Preventive mechanism
DMNA repair enzymes Protective barriers of ROS Prevention of ROS
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T metals
\ Oxidative stress defence /
mechanisms
/ Antioxidant defence \
Antioxidant enzymes Non-Enzymatic antioxidants:
Direct acting enzymes: SOD,
Calatase, GPx, Grx Low Molecular weight
Supporting enzymes;: G6PD, Antioxidants (LMWA), plant
Xanthine oxidase antioxidants
Dietary sources: Phytochemicals: Direct acting Indirect acting
tocopherals, vitamins bioflavonoids, LMW A LMWA:
A, E, C, carotenes polyphenols, Scavenging free Transition metal
radicals chelators

Figure 11. Mécanisme de défense contre le stress oxydatif (Engwa, 2018)
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V.3. Pathologies liées au stress oxydatif

L'augmentation des niveaux de ROS, sa production dans des compartiments cellulaires
inappropriés ou sa production avec des formes défectueuses au cours des processus oxydatifs
peuvent declencher le développement de nombreux maladies dégénératives chroniques
(Sharifi-Rad et al., 2020).

v" Broncho-pneumopathie chronique obstructive

I'exposition chronique aux oxydants dans la fumée de cigarette provoque et favorise la
réponse inflammatoire et d'autres cascades pathologiques telles que la mort cellulaire et la
fibrose dans la pathogenese de la BPCO. Les sources d'oxydants dans la MPOC sont a la fois
exogenes (par exemple, le tabagisme et la pollution de l'air) et endogénes (par exemple, les
NOx, les mitochondries, I'oxyde nitrique synthase inductible (iNOS), ces résultats suggerent
que le stress oxydatif se produit a la fois dans les poumons et de maniere systémique chez les
patients atteints de MPOC et contribue a la pathogenése de la maladie (Malli et al., 2013;
Tsubouchi et al., 2019; Forman & Zhang, 2021).

v maladie d'Alzheimer

La maladie d'Alzheimer est caractérisée par l'accumulation progressive de plaques
amyloides-p extracellulaires et d'enchevétrements neurofibrillaires a l'intérieur des neurones.
Cependant, I'accumulation de preuves suggére que le stress oxydatif peut avoir un réle crucial
a travers de multiples voies. Des niveaux accrus d'oxydation de I'ADN nucléaire et
mitochondrial ont également été trouvés dans les lobes frontaux, pariétaux et temporaux du
cerveau des patients atteints de la maladie d'Alzheimer par rapport aux sujets témoins du
méme age. De plus, plusieurs études montre que I'oxydation des protéines dans I'hippocampe
et les protéines carbonyles dans le cortex cérébral étaient significativement élevées dans le
cerveau des patients atteints de la maladie d'Alzheimer ( Pratico et al., 1998; Butterfield &
Halliwell, 2019; Forman & Zhang, 2021).
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v" Cancer

En modifiant de maniere aberrante les voies de transduction de la signalisation qui
endommagent I'ADN et exacerbent lI'inflammation, les oxydants sont impliqués dans diverses
phases de la tumorigenese, notamment la transformation des cellules normales en cellules
tumorales. Le stress oxydatif est le principal mécanisme d'action des rayonnements et de
nombreux médicaments chimiothérapeutiques.. Les cellules cancéreuses produisent plus
d'oxydants que les cellules normales et, par conséquent, les cellules cancéreuses sont exposées
a un stress oxydatif accru. L'augmentation des oxydants dans les cellules cancéreuses provient
principalement des mitochondries. Par conséquent, le stress oxydatif est impliqué dans
presque toutes les phases du cancer. De plus, des niveaux accrus de 8-OHdG ont été détectés
dans les tissus du cancer du sein par rapport aux tissus normaux appariés, et la 8-OHdG était
significativement élevée dans les cancers de la prostate et du poumon (Araujo et al., 2016;
Hayes et al., 2020; Raimondi et al., 2020; Forman & Zhang, 2021).
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Figure 12 : Maladies induites par le stress oxydatif chez I'nomme (Pham-Huy et al., 2008)

Impacts Cellulaire de I'Exirel (Cyantraniliprole) chez les rats « Wistar » : étude toxicologiques -



ETUDE
EXPERIMENTALE




N Matériels et Méthodes

1. Matériels et Méthodes

1.1. Matériels
1.1.1. Produits chimiques

Dans ce travail, La substance utilisée dans cette étude est I'Exirel, un insecticide de la
famille des diamides anthraniliques les plus utilisé dans la derniére décennie (C H D Brcin O,
CAS : 1392493-34-3), la molécule active désignant le Cyantraniliprole a été obtenue par E.I.
DU PONT CANADA COMPAGNIE PRODUITS AGRICOLES P.O. C.P. 2300,
RUESVILLE MISSISSAUGA, ONTARIO L5M 2J4. Sous-section Marroc. Le
Cyantraniliprole est préparée par dissolution de la poudre commerciale Exirel dans de I’eau
distillée.

1.1.2. Les animaux de laboratoire

La présente étude a été réalisée sur des rats males Rattus rattus de la souche Wistar
provenant de I’institut pasteur d’ Alger Algérie, 4gés de 06 a 08 semaines pesant environ 190 -
260g. Ce sont des mammiferes de 1’ordre des rongeurs, a été utilisé dans presque tous les

aspects de la recherche biomédicale comportementale et de la toxicologie.

1.2. Méthodologie

1.2.1. Entretien des animaux

Les rats ont été répartis on cing (05) lots Ils ont été soumis a une période d’adaptation un
mois de l’animalerie de département de biologie, Faculté des Sciences, Université de
Tébessa. La température ambiante est de 25+2°C et une photopériode naturelle 12/12H avec
une humidité de 60 %. Les rats sont élevés dans des cages en plastique qui sont tapissées
d’une litire constituée de copeaux de bois changée chaque jour jusqu’a la fin de
I’expérimentation. La nourriture apportée aux animaux est confectionnée sous forme de
batonnets constitués de mais, d’orge, de lait et de compléments vitaminés et I’eau de boisson
est servie dans des biberons libitum.

1.2.2. Choix des doses

Dans cette étude le test effectuée effet-dose, et nous avons utilisé le pesticide diamide de
deuxiéme génération I’Exirel (cyantraniliprole) sous forme des traces identifié dans les
legumes et les fruits a 4 concentration 0.025 mg/kg/j, 0.05 mg/kg/j, 0.075mg/kg/j et
0.1mg/kg/j de poids corporel, administrées subchroniquement par voie orale pendant 90 jours.
Le choix de ces doses est basé sur la réalisation des études détecté ce pesticide dans les
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matrices alimentaire (mQres 0.09 mg/kg , les grains de café et le riz 0.03mg/kg, le poivre 0.01
mg/kg....) (EFSA, 2014; Organisation, 2015 ; Brancato et al. 2017 ).

1.2.3. Répartition et traitement des rats
Les animaux ont été répartis au hasard en cing groupes expérimentaux de dix rats chacun
(Tab.06) et ont recu les traitements suivants:
Lots T : lot témoin (T) recoit I’eau distillée par gavage 100uL/jour pendant 90jours.
Lots A : traité par I’Exirel (cyantraniliprole) recevant 0.025mg/kg/jour pendant 90jours.
Lots B : traité par I’Exirel (cyantraniliprole) recevant 0.05mg/kg/jour pendant 90jours.
Lots C : traité par I’Exirel (cyantraniliprole) recevant 0.075mg/kg/jour pendant 90jours.

Lots D : traité par I’Exirel (cyantraniliprole) recevant 0.1mg/kg/jour pendant 90jours.

Tableau 06. Répartition des animaux selon le protocole expérimentale.

Identification Dose mg/kg/j Volume Administrer
T Témoin / 100 ul eau distillé
B Traité 0.050 100 ul
D Traité 0.100 100 ul

Figure 13. Traitement des rats par voie orale (photo personnelle)
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1.2.4. Etude toxicologique et leur effets cellulaire de I’Exirel (cyantraniliprole)

Aprés 3 mois de I’exposition des animaux au pesticide, on a utilisé des méthodes pour
évaluer I’impact de ce pesticide sur le neurocomportementaux des rats aussi 1’évaluation
I’intégrité structurale et fonctionnelle des cellules nerveuses et hépatiques.

1.2.4.1. Etude neurocomportementale

Cette démarche pour but déterminer les effets neurotoxiques induits par I’exposition au
polluant sur le comportement des animaux. Plusieurs tests a été réaliser tels que :Test
d’Open Field, Test de labyrinthe classique, Test de Reconnaissance d’ Objet.

e Test d’Open Field

Ce test a été réalisé pour évaluer I’activité locomotrice et degré d’anxiété des rats, il se
caractérise par des mouvements horizontaux et verticaux danimaux en boite en verre
transparent, carrée et ouverte (50x50x40cm) ( Zhang et al., 2008). Ce test, consiste a placer
un animal dans un environnement inconnu entouré de murs, Il s’ agit d’un animal nocturne
qui préfere les espaces confinés, clos et peu éclairés, et est effrayé par les grands espaces, ou
il va peu au centre et longe les murs, les animaux sont testés individuellement et toujours étre
placé dans la méme position et I’observation des animaux commence quelques secondes apres
I'introduction des animaux dans la cage d'expérimentation pour mesurer le mouvement des
rats dans la zone centrale et péréphérique,le nombre totale de mouvement et le temps
d’immobilité, entre chaque essai on nettoie la cage avec I'éthanol 10%. Un animal anxieux
évite le centre du terrain qui est ouvert, et reste au périphéerique, En raison de ce large emploi
de I’OF, il existe beaucoup de variabilité dans les procédures et les protocoles utilisés
(Choleris et al., 2001; Gasmi et al., 2017).

Caméra de
control Enregistrement et
analyse des données

Lo I

Expérimentation

Open field

Figure 14 . Les instruments du test d’open Field (Gasmi, 2018)
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e Test de Labyrinthe Classique

Le test classique du labyrinthe (CLT) est un moyen simple d’évaluer les
comportements chez les rongeurs tels que capacité d'apprentissage, mémoire et anxiété. Le
test classique du labyrinthe (CLT) est un moyen simple d’évaluer les comportements chez les
rongeurs tels que capacité d'apprentissage, mémoire et anxiété. Le CLT est réalisé dans un
boitier en plastique de forme carrée (125 x 125 x 40 cm) avec un point de départ et un point
d'arrét et plusieurs passages de largeur et hauteur identiques, mais avec longueur variable
(Fig.15). Ce labyrinthe est posé sur une table de 90 cm de hauteur. Une fois I’animal entrainé,
il est autorisé a voir et explorer le labyrinthe librement. Les rats de contrdle peuvent
rapidement se déplacer dans le labyrinthe entre le point de départ et le point d'arrivée. Quand
I'animal explore le labyrinthe, il augmente le temps passé dans les passages du labyrinthe, ce
qui sera considéré comme aversif ou anxiogéne pour l'animal stressé; tandis que le
comportement de fuite sera observé lorsque I'animal passe plus de temps au point de départ ou
dans les virages, qui seront associés a un refuge. Le principe du test repose sur le fait qu'un
animal qui explore plus de temps les coins ou les places de dép6t initial, est considéré comme
anxieux. La durée du test est de 20min, et entre chaque essai le labyrinthe est nettoyé avec de
I’ éthanol 10% (Gasmi, 2018; Jaako-Movits & Zharkovsky, 2005).

Figure 15. Les instruments du test de labyrinthe classique (Photo personnelle)
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e Test de Reconnaissance d” Objet

Le test de reconnaissance d'objet est utilisé pour étudier la mémoire déclarative chez les
rongeurs. Cette tdche évalue la capacité du rat a reconnaitre un nouvel objet par rapport a un
objet familier dans un environnement connu (tendance naturelle du rongeur a explorer
préférentiellement un nouvel élément). Aprés une phase d'habitation a I'aréne, les rats sont
traités et placés dans une boite (40 a 40cm) et sont déposés deux objets identiques (D : 2 cm,
H : 4 cm) les temps passés a explorer chaque objet sont enregistrés. Lors de la phase de test,
les animaux sont en présence d'un objet familier (exploré lors de la phase d'apprentissage) et
d'un nouvel objet. Un animal qui n'a pas de problemes de mémoire passera son temps a
explorer le nouvel objet L'administration d'une substance amnésique entrainera des troubles
cognitifs lors de I'entrainement et une défaillance de la mémoire. Pendant la phase de test,
I'animal explorera l'objet familier ainsi que le nouvel objet, suggérant qu'il a « oublié » sa

phase d'entrainement (Sanderson et al., 2011).

e Variables mesurées : Le temps d’exploration pour 1’objet familier et nouvel objet.

Figure 16. Dispositif utilise dans NOR ( Benmhammed et al., 2019).

- (a) L'appareil contient objets familiers. (b) L'appareil contient un objet familier et
un nouvel objet.
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1.2.4.2. Etude de ’impact cellulaire de I’Exirel (cyantraniliprole) sur le cerveau et le
foie

A. Prélévement des échantillons

A la fin de la période du traitement par I’insecticide I’Exirel (cyantraniliprole) durant 03

mois, les animaux sont sacrifiés par décapitation.
A.1. Prélévement sanguin

Le prélevement du sang est immédiatement récupéré dans des tubes héparinés, les
échantillons a centrifugés en 3000 tour/min pendant 15min ont été stockés au congélateur, a
(-20°C) pour le dosage ultérieur des parametres biochimiques (glucose, urée, créatinine,

transaminases et phosphatase alcaline).
A.2. Prélevement des organes

Les cerveaux et les foies et les reins ont été rapidement prélevés et rincés dans le tampon de
lavage a froid, Les cerveaux et les foies de chaque lot sont pesés et conservées a température

(-20° C) pour le dosage des :

» Parametres biochimiques tels que les protéines et les lipides totaux hépatiques.

» Parametres du stress oxydatif tels que le GSH, GST, GPx, CAT, MDA dans le cytosol
au niveau du cerveau et le foie.

> Evaluation de ’activité de Acétylcholine Estérase (AchE) du cerveau.

» Une partie de foie et du cerveau et les reins prélevée est trempé dans du formol a 10%
pour I’étude histologique globale.

B. Estimation du poids relatif du cerveau et le foie

Le poids relatif des cerveaux, les foies et les reins extraits des rats (PRC [g/100g de poids

corporel]) est calculé par rapport au poids total du rat selon la formule suivant :

PRC (g/100g de PT) =PC /PT x100

PRR(g/100g de PT) =PR /PT x100

PRF (g/100g de PT) =PF /PT x100
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PC : poids du cerveau(g). PF : poids de foie (g). PT : poids total de rat (g). PRC : poids
relatif du cerveau (g). PRF : poids relatif de foie (g). PR : poids de Rein. PRR : poids relatif
de Rein.

C. Préparation des échantillons cytosoliques

Un gramme de tissu nerveux et hépatique a été homogénéisé dans 2ml de solution de
tampon phosphate salin (PBS ; pH 7,4). Ensuite les homogénats ont été centrifugés a
3000t/min pendant 15min a 4°C et le surnageant résultant a été utilisé pour la détermination
de taux de MDA, GSH et I’activité enzymatique de GST, GPx, et CAT.

D. Evaluation des parameétres de stress oxydatif
+ Dosage de glutathion (GSH)

Le dosage du glutathion est réalisé selon la méthode de (Weckbecker & Cory, 1988). Le
principe de ce dosage repose sur la mesure de 1’absorbance de 1’acide 2-nitro-5-mercapturique,
ce dernier résulte de la réduction de I’ acide 5,5 -dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) par les
groupements (-SH) du glutathion. Une fois préparé, I’ échantillon (cytosol/matrice) doit subir
une déprotéinisation par I’ acide sulfosalycilique (0.25%) afin de protéger les groupements-
SH du glutathion. En bref, les échantillons (200mg de tissu) sont mis individuellement en
présence de 8 ml de solution d’EDTA (Acide Ethyléne Diamine Tétra Acétique) a 0.2 M. Le
mélange mis dans des glagons est broyé a I’aide d’un pilon en porcelaine. I’ homogénat est
déprotéinisé, Prélever 0.8 ml de ce dernier auquel on ajoute 0.2 ml d’une solution d’acide
sulfosalycilique (SSA) a 0.25%. Le mélange est vortexeé et laissé pendant 15min dans un bain
de glace, et centrifugé ensuite pendant 5min a 1000t/min. 0.5ml du surnagent est prélevé
auquel est ajouté 1ml de tampon tris-HCL+EDTA (0.02M), pH 9.6. Au mélange est ajouté
0.025ml de I’ acide 5,5 -dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) a 0.01M dissous dans le
méthanol absolu. Le mélange est laissé reposer pendant 5min a température ambiante et I’

absorbance (A) est mesurée a 412nm.
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La concentration du glutathion est obtenue par la formule suivante :

DOx1x1525
GSH (nmol GSH/ mg proténe) =

13100x08x0.5xmg

DO : Denstte optique

% Dosage du MDA

Le dosage du MDA est réalisé selon la méthode (Esterbauer et al., 1992), le principe
de ce dosage est bas¢ sur la condensation de MDA en milieu acide et a chaud avec 1’acide
thiobarbiturique, pour former un pigment (rose). Un volume de 375ul de surnageant est
prélevée dans un tube sec, auquel est ajouté un volume de 150ul de la solution TBS (tris
50mM, NaCl (150mM ; pH7.4) et 375ul de la solution TCA-BHT (TCA 20%, BHT 1%), le
mélange est Vortexé et centrifugé a 1000t/min pendant 10min. Une quantité de 400ul est
prélevé du surnageant auquel on ajoute 80ul du HCL 0.6M et 320ul de la solution tris-TBA
(tris 26 mM, TBA120 mM). En fin, le mélange est vortexe et est ensuite incubé au bain marie
a 80°C pendant 10minutes. La lecture de la densité optique des échantillons est mesurée par

spectrophotométrie a 530 nm.
% Dosage de glutathion peroxydase (GPx)

L’activité enzymatique de la GPx est mesurée par la méthode de (Flohé & Gunzler,
1984), en utilisant H202 comme substrat. Un volume de 0.2ml de cytosol/matrice est récupéré
dans un tube contenant 0.4ml de GSH 0.1mM et 0.2ml de tampon phosphate 0.067M, pH 7.8.
Le mélange est incubé au bain marie a 25°C pendant 05min. 0.2ml d’H,O, 1.3mM est ajouté
pour initier la réaction. Aprés 10min 1ml de TCA 1% (acide tri chloro-acétique) est rajouté
dans le but d’arréter la réaction et le mélange est mis dans la glace pendant 30min et
centrifugé durant 10min a 3000t/mn. Un volume de 0.48 ml de surnageant est placé dans une
cuve auquel on ajoute 2.2ml de Na2HPO4 0.32M avec 0.32ml de DNTB 1mM. Ce mélange
formé un composé coloré et sa densité optique est mesurée a 412nm chaque 30sec pendant 05

min.
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% Dosage de ’activité de glutathion S-Transférase (GST)

La mesure de I’activité enzymatique de glutathion S-Transférase (GST) est déterminée
selon la méthode de (Habig et al., 1974), Elle est basée sur la réaction de conjugaison entre
la GST et un substrat, le CDNB (1-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.

La valeur de la densité optique mesurée est directement proportionnelle a la quantité de
conjugué formé elle-méme liée a D’intensité de I’activité GST. Les échantillons sont
homogénéisés dans 1ml de tampon phosphate (0.1M, pH6). 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 1.2ml du mélange CDNB (ImM),
GSH (5mM) [20.26mg CDNB, 153.65mg GSH, 1ml éthanol, 100ml tampon phosphate
(0.1M, PH 6)]. La lecture des absorbances est effectuée pendant une minute et chaque 15sec
a une longueur d’onde de 340 nm contre un blanc contenant 200 pl d’ eau distillée

remplagant la quantité de surnageant.

Cl
NO2
=
GST
GST + — > 02N — SGH+Cl+H

T
NO2

NO2

La concentration de la GST est obtenue par la formule suivante :

GSTtnmal GST/min/mg protéing) = = 2 eoantmin = DO bianc/min)
9,6 % mg de protéine i

» Do : Densité optique de 1'échantillon /min.
»  Do/min blanc : Densité optique du blanc /min.
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% Dosage de ’activité Catalase (CAT)

Le dosage spectrophotométrique de Dactivité catalase (CAT) est réalis¢é suivant la
méthode de (Cakmak & Horst, 1991). La décroissance de I’absorbance est enregistrée
pendant trois minutes par un spectrophotometre pour une longueur d’onde de 240nm et un
coefficient d’extinction linéique molaire £=39400 uM-1.cm-1.L pour un volume final de 3ml,
le mélange réactionnel contient : 100ul de I’extrait enzymatique brut, 50ul de peroxyde
d’hydrogene H,0; a 0,3% et 2850ul de tampon phosphate (50mM, pH 7,2). L’étalonnage de
I’appareil se fait en I’absence de I’extrait enzymatique. La réaction est déclenchée par

I’addition d’eau oxygénée.

L’activité de catalase est calculée selon la loi suivant :

AA.VE

Aﬂ:s..&t.L.V&.p

Act @ Activité enzymatique en pmole/min/mg de Protéines.
£ : Coefficient d’extinction linéique molaire en pM™, cm?

AA : pente de la droite de régression (vaniation de la densité optique en fonction do temps).

E. Evaluation des paramétres biochimiques

% Dosage des lipides

Les lipides tissulaires sont évaluée selon la méthode (Goldsworthy et al., 1972), on
utilise 200ul d’homogénat dans 5Sml de 1’acide trichloroacétique 20% (TCA), on broyé et ont
filtré ce mélange ; et directement ont appliqué une centrifugation a 5000t/min pendant
10min. Le culot est gardé dans tube contient 1ml du mélange Ether/Chlorophorme, et apres
centrifugé ce mélange a 5000t/min pendant 10min, on préléve 100ul d surnageant, auquel on
ajoute 1ml de 1’acide sulfurique et en met aprés agitation les tubes dans un bain marie a
100°C pendant 10min. Apres refroidissement, on préléve encore une fois au moyen d’une
micropipette 200ul de 1’extrait auquel on ajoute 2.5ml du mélange sulfophosphovanillinique
a 85% (0.38g vanilline+195ml acide orthphosphorique+55ml H,0) et laissé ce mélange
30min a I’obscurité, la lecture a une longueur d’onde 530nm. Le calcul des concentrations

réelles se fait a partir de I’ équation déduite de la gamme d’ étalonnage réalisée a partir

d’une solution mére préparée en utilisant de I’ huile de tournesol (Annexes).
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%+ Dosage des protéines

La méthode utilisée pour le dosage des protéines est celle de (Bradford, 1976) qui
utilise la BSA comme standard, sur le méme échantillon utilisé pour doser les lipides, on
récupere le culot issu de la deuxieme centrifugation auquel on a ajouté 1ml du NaOH (0.1N)
et on agite énergétiquement pour la dissolution des protéines. Apres, on préléve, au moyen
d’une micropipette, un volume de 100ul auquel on ajoute 4ml du réactif BBC (Bleu Brillant
de Coumassie) (50mg BBC +50ml d’acide orthophosphorique a 85% et on compléte a
500ml avec I’eau distillée). Ainsi une couleur bleue se développe et on passe directement les
¢chantillons pour lecture a une longueur d’onde 595nm. Le calcul des concentrations se fait
par I’équation déduite de la gamme d’étalonnage réalisé a partir d’une solution d’albumine

de sérum de beeuf (Annexes).
F. Techniques de dosage

Les dosages ont été effectués au niveau de laboratoire de « 1’établissement publique de

la santé de proximité -Bir Al Ater ».
F.1. Exploration de la fonction hépatique
F.1.1. Dosage du glucose sanguin : : selon la fiche technique Spinreact

La glycémie peut étre dosée par de trés nombreuses méthodes, dont les plus anciennes
sont colorimétriques alors que celles pratiquées actuellement sont enzymatiques (selon la

fiche technique Spinreact).
e Principe

Le glucose est transformé par la glucose oxydase (GOD) en acide gluconique et
peroxyde d’hydrogéne (H,O,). Ce dernier, en présence de peroxydase (POD), oxyde le
chromogéne incolore (4-aminophénazone) en un composé coloré en rouge-violet

(quinoneimine) (Kaplan, 1984), selon les réactions suivantes :

Gliuscose oxyalase
(I )
B —
Glucose +— 1202 + HoO» gluconate +— Ho2Cro

Feroxaase
[Fad e F o)

2 H2CO>: +Phénol+ 4-aminophénarzoneQuinonecimine (rose) + 4EH O
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e Réactifs
Réactif 1 : TrispH 7.4 92 mmol/I
Tampon Phénol 0.3 mmol/l
Réactif 2 : Glucose oxydase (GOD) Peroxydase 15000 U/L
Enzymes (POD) 1000 U/L
4-Aminophénazone (4-AP) 2.6 mmol/l
Etalon Glucose aqueux (standard) 100 mg/dl

e Réactif de travail : dissoudre le contenu de réactif 2 dans le flacon de réactif 1 et
mélanger Iégerement.

e Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
Réactif de travail (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (ul) / 10 /
Echantillon (pul) / / 10

- Mélanger, incuber pendant 10 min a 37°C, ou 15-20 min a une température ambiante.
Lire les absorbances des échantillons et de 1’étalon contre le blanc réactif a 505 nm. La

coloration finale est stable au moins 30 minutes.

e Calcul de la concentration

La concentration du glucose est calculée par la formule suivante :

Glucose (mg/dl) = (A) Echantillon X Concentration de 1’étalon (100 mg/dl)

(A) Etalon
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F.1.2. Dosage de I’alanine aminotransférase (ALAT) (Selon Spinreact)
e Principe

L’aspartate aminotransférase (ASAT) appelée aussi L'oxaloacétate de glutamate
transaminase (GOT) catalyse le transfert réversible d'un groupe aminé a partir de l'aspartate
au a cétoglutarate formant le glutamate et I'oxaloacétate. L'oxaloacétate est réduit au malate
par la malate déshydrogénase (MDH) et le NADH,H+ (Z. Liu et al., 2014) (Murray, 1984).

Selon la réaction ci-dessous :

Aspartate + o-Cétoglutarate AST Glutamate + Oxalaocétate
—————
Oxaloacétate + NADH + H' MDH Malate + NAD"
————
e Réactifs
R 1: Tampon TRISpH 7,8 80 mmol/L
L-aspartate 200 mmol/L
R2 : Substrat NADH 0,18 mmol/L
Lactate déshydrogéné (LDH) 800 U/L
Malate déshydrogénisé (MDH) 600 U/L
a-cetoglutarate 12 mmol/L

e Mode opératoire

Réactive de Travail RT (mL)

Echantillon (uL) 100

Mélanger et incuber pendant 1 minute, lecture a 340nm I’absorbation initiale et lancer le

chronomeétre et lire I’absorbation a chaque minute pendant 3 minutes.
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e Calcul de la concentration
Selon la formule : AST (U/L)= AA/min x 1750
F.1.3. Dosage de I’alanine aminotransférase (ALAT) (Selon Spinreact)
e Principe

L’alanine amino transférase (ALT) initialement appelée transaminase glutamique
pyruvique (TGP) catalyse le transfert réversible d’un groupe animique d’alanine vers 1’alpha-
cétoglutarate a formation de glutamate et de pyruvate. Le pyruvate produit est réduit en lactate

en présence de lactate déshydrogénase (LDH) et NADH:

Alanine + o-Cétoglutarate L Glutamate + Pyruvate

Pyruvate + NADH + H — 2", | actate + NAD*

La vitesse de réduction de la concentration en NADH au centre, déterminée

photométriquement, est proportionnelle a la concentration catalytique d’ALT dans
I’échantillon (Murray, 1984).

e Réactifs
R 1: Tampon TRISpH 7,8 100 mmol/L
Lactatedéshydrogénase(LDH) 1200 U/L
L- Alanine 500 mmol/L
R2 : Substrat NADH 0,18 mmol/L
a-cetoglutarate 15 mmol/L

e Mode opératoire

Reéactive de Travail RT (mL) 1,0

Echantillon (L) 100

Mélanger et incuber pendant 1 minute, lecture a 340 nm I’absorbation initiale et lancer
le chronométre et lire 1’absorbation a chaque minute pendant 3 minutes. Evaluer la moyenne

des absorbations par minute (AA/min).
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e Calcul de la concentration

La concentration d’ALAT est calculée par la formule suivante :

ALAT (UI/L) = AA/min x 1750

F.1.4. Dosage de la phosphatase alcaline (PAL) : selon la fiche technique Spinreact

Test photométrique, conformément a international Federation of Clinical Chemistry and
Laboratory Medicines (IFCC). La phosphatase alcaline (PAL) catalyse le transfert du groupe
phosphate depuis le p-nitrophénylphosphate (pNPP) vers le 2-amino-méthyle-1-propanol en

libérant du p-nitrophénol et du phosphate, selon la réaction suivante :

p-Nitrophénylphosphate + HO, AL p-Nitrophenol + Phosphate

La formation du p-Nitrophénol, défini de maniere photométrique est proportionnelle a
la concentration catalytique de phosphatase alcaline dans 1’échantillon (Wenger et al., 1984 ;
(Rosalki et al., 1993).

R 1:Tampon Diéthanolamine (DEA) pH 10.4 1 mmol/L
Chlorure de magnésium 0.5 mmol/L
R2 : Substrat p-Nitrophénylphosphate (pNPP) 10 mmol/L

- Agiter 1 vol. de (R2) substrat + 4 vol. (R1) Tampon.

e Mode opératoire

Reactive de Travail RT (mL) 1,0

Echantillon (uL) 20

Mélanger et incuber 1 minute. Lire a 405 nm I’absorbance initiale de 1’échantillon,
disposer le chronomeétre et lire l'absorbance chaque minute pendant 3 minutes. calculer la

moyenne des d’absorbances par minute (AA/min).
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e Calcul de la concentration
- La concentration d’ALAT est calculée par la formule suivante :

“ Phosphatase alcaline (U/L) = A DO/min x 3300

F.2. Exploration de la fonction Rénale

F.2.1. Dosage de I’urée : selon la fiche technique Spinreact

e Principe

L’uréase catalyse I’hémolyse de 1’urée, présente dans I’échantillon, en ammoniac (NHz3)
et en anhydride carbonique (CO;). Les ions ammonie réagis avec salicylate et hypoclorithe
(NaClO), en présence du catalyseur nitroprusside, pour former un indophénol vert (Kaplan,

1984).
LUrease
Urée + H20 > (NH*™) 2 + CO2
MNitropriissicde
INH** + Salicvlate + INaClO »Indophénol{™ erte)
e Réactifs
Réactif 1 : Phosphate pH 6.7 50mmol/L
Tampon EDTA 2 mmol/L
Salicylate de sodium 400mmol/L
Nitroprusside de sodium 10mmol/L
Réactif 2 : Hypochlorite de sodium (NaClO) 140mmol/L
NaClO Hydroxyde de sodium 150mmol/L
Réactif 3 : Uréase 30000U/L
Enzymes
Etalon Urée aqueux (standard) 50mg/dI
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e Réactif de travail : dissoudre le contenu de réactif 3 dans le flacon de réactif 1 et

mélanger légérement.

e Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
Réactif de travail (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (pl) / 10 /
Echantillon (pl) / / 10

- Mélanger, incuber pendant 5 min a 37°C, ou 15-20 min a une température ambiante.

Blanc Etalon Echantillon

Réactif 02 : (ml) 1.0 1.0 1.0

- Mélanger, incuber pendant 5 min & 37°C, ou 15-20 min a une temperature ambiante.
Lire les absorbances des échantillons et de 1’étalon contre le blanc réactif a 580 nm. La
coloration finale est stable au moins 30 minutes.

e Calcul de la concentration

(A) Echantillon

Urée (mg/dl) = X Concentration de I’étalon (50mg/dl)

(A) Etalon

F.2.2. Dosage de créatinine :

La détermination de la créatinine a été réalisée par la méthode cinétique colorimétrique

(selon la fiche technique Spinreact).

Le test de la créatinine repose sur la réaction de la créatinine en contact avec le picrate
de sodium, tel que décrit par Jaffé. La créatinine présente dans 1’échantillon réagit avec le
picrate en milieu alcalin, pour donner un complexe coloré ( jaune). on mesure la vitesse de
formation de ce complexe des périodes initiales courtes, en évitant ainsi 1’interférence

d’autres composés (Murray, 1984 ; Fabiny & Ertingshausen, 1971).
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e Réactifs
Réactif 1 : Acide picrique 17.5 mmol/l
Réactif 2 : Hydroxyde de sodium 0.29 mol/l
Etalon créatinine aqueux (standard) 2 mg/dl

- Réactif de travail : dissoudre le contenu de réactif 2 dans le flacon de réactif 1 et
mélanger légerement.

e Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
Réactif de travail (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (ul) / 100 /
Echantillon (ul) / / 100

» Meélanger et insérer la cuvette dans le photometre. Mettre le chronométre en

marche.
» Enregistrer 1’absorbance a 492nm (Al) aprés 30 secondes et (A2) aprés 90

secondes.
> Calculer : AA = A2- Al.

e Calcul de la concentration

(AA) Echantillon — (AA) Blanc

Créatinine = X Concentration de 1’étalon (2mg/dl)

(mg/dl) (AA) Etalon — (AA) Blanc

Impacts Cellulaire de I'Exirel (Cyantraniliprole) chez les rats « Wistar » : étude toxicologiques -



I Matériels et Méthodes

G. Estimation des neurotransmetteurs
% 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 I’hydrolyse libére de
la thiocholine et de I’acide acétique. Les échantillons sont homogénéisés dans 1ml de solution
détergente (38,03mg éthylene glycol tris-B-aminoéthy éther N N N’ N, 1ml triton X 100%,
5,845g NaCl, 80ml tampon tris 10mM) a 1’aide d’un homogénéisateur a ultrasons puis
centrifugés a 5000t/min pendant 5mn. Le surnageant est utilisé immédiatement pour la
mesure de lactivité 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). Apres 5min de repos
nécessaire pour €puiser 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.

L’activité de I’AChE exprimée en nanomoles par minute par milligramme de protéines

(nmol/min/mg prot) selon la formule suivante :

ADO/At = 1691.18

ACHE (nmol/min/mg prot) =
mg prot.

= ADO/At: vanation de la densité optique par nunute ;
= myg prot. - Concentration de protéines en mg/ml.
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H. Tests Histologiques

La technique utilisée est celle décrite par (Hould & Cegep de Shawinigan, 1984) été
réalisée au laboratoire de 1’hopital BOUGERA BOULARESS Bekkaria wilaya de Tébessa

qui comporte les étapes suivant :
> Fixation

Les échantillons sont fixé dans le formol, puis mise de ces échantillons tissulaires dans

des cassettes spéciales a parois tournées afin de permettre le passage des liquides.
» Déshydratation

Effectuer par le passage des échantillons dans des bains d’éthanol de concentration
croissante (70%, 95% et 100%) pour une durée de 45 min pour chacune. Cette étape permet

d’¢liminer I’eau des tissus pour les préparer a 1’inclusion.
> Inclusion

Les pieces sont alors plongées dans des bains de paraffine liquide. Les tissus étant
maintenu et imbibés de paraffine, viennent alors 1’étape de 1’enrobage qui consiste a inclure le
tissu imprégné dans un bloc de paraffine qui, en se solidifiant, va permettre sa coupe. La

réalisation des coupes minces de quelques microns est possible grace a Microtomes.
» Coloration

La coloration des lames a été faite avec deux colorants qui permettent de mettre en
évidence la morphologie cellulaire et tissulaire : I’hématoxyline basique qui colore le noyau
acide (basophile) en bleu-violet et I’éosine acide qui colore le cytoplasme basique
(acidophile) en rose. L’observation au microscope optique OPTIKA, les agrandissements
utilisés sont X 10 et X 40, lequel est équipé d’un appareil photographique qui permet la

réalisation des photographiées.
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1.2.4.3. Analyses statistique

Les résultats obtenus ont été exprimés sous la forme ((moyen * écart type), et pour
mieux visualiser la représentation graphique choisie est celle des histogrammes en utilisant
I'office Excel 2013, a été utilisé L’analyse statistique a été réalisée a l'aide du logiciel
Minitab® 17.1. La signification de différence entre le lot témoin et les lots traités est Vérifiée

en utilisant le test de Dunette, et le résultat de comparaison comme suivant :

p > 0,05 = la différence n’est pas significative.

(*) 0,05 > P > 0,01 = la difference est significative.

(**) 0,01> P > 0,001 = la différence est hautement significative.

- (***) P < 0,001 = la différence est tres hautement significative.
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Figure 17. Schéma récapitulatif du protocole expérimental
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2. Résultats

2.1. Effets de I’Exirel (Cyantraniliprole) sur le Poids Relatif du cerveau et le foie
2.1.1. Poids relatif de foie (PRf)

Les résultats obtenus (Fig 18. Tab 07) suite a 1’évaluation du PR montrent une
augmentation non significative du poids relatif au foie chez les rats traités par L’Exirel avec
des doses (0.025 et 0.050 mg/kg/j) par rapport les lots témoins, par contre le traitement des

animaux par des doses (0.075 et 0.1mg/kg/j) révele une diminution d’ une maniére non

significative par rapport au groupe témoin.
2.1.2. Poids relatif du Rein (PRr)

Le traitement des résultats obtenus (tab 07.fig 20) montrent une diminution non
significative du poids relatif au rein (PRr) chez les rats traités par différentes concentrations

(0.025 et 0.050 mg/kg/j ; 0.075 et 0.1mg/kg/j) de I’Exirel par rapport les rats témoins.
2.1.3. Poids relatif du cerveau (PRc)

Les résultats obtenus (fig 19. tab 07) montrent une augmentation non significative du
poids relatif du cerveau (PRc) chez les rats traités par L’Exirel avec des doses (0.05mg/kg/j,
0.075mg/kg/j, 0.1 mg/kg/j) par rapport les rats témoins tandis que le traitement des rats par la

dose (0.025mg/kg/j) révélé une diminution non significative en comparant les témoins.

Tableau 07. Effet d’Exirel sur le poids relatif des organes (Foie, Cerveau, Rein)

Lots expérimentaux

Témoin 0.025mg/kg/j 0.050mg/kg/j 0.075mg/kg/j  0.1mg/kg/j

Foie (%) 2491 £0.171 2.829 +0.479 2.647 £0.143 2.462 +0.235 2.394 +0.144
Cerveau (%) 0.580+0.056 0.587 +0380 0.616 +0.143 0.604 +0.095 0.628 +0.078

Rein (%) 0.622 £0.063 0.579 +0.052 0.570 £0.062 0.545+0.047 0.558 +0.038
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Figure 18. Evolution du poids relatif du Foie (PRf) chez les rats traités et témoins durant 3
mois par I’Exirel (Cyantraniliprole)
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Figure 19. Changement du poids relatif du cerveau (PRc) chez les rats traités et témoins
durant 3 mois par I’Exirel (Cyantraniliprole)
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Figure 20. Evolution du poids relatif du cerveau (PRr) chez les rats traités et témoins durant 3

mois par I’Exirel (Cyantraniliprole)

2.2. Effets d’Exirel (Cyantraniliprole) sur les paramétres biochimiques hépatiques

A. Protéines hépatiques

Les résultats obtenus montrent une augmentation trés hautement significative (p<0.001)
significative du taux des protéines hépatiques chez les rats traités par I’Exirel a dose
(0.21mg/kg/)), tandis que les rats traités par (0.05mg/kg/j) d’Exirel montrent une augmentation
significative (p<0,05) par rapport les rats témoins (tab 08. Fig 21).

Tableau 08: Variation du taux des protéines hépatique chez les rats traités durant 3 mois par

I’Exirel .
Lots Témoin 0.025mg/kg/j 0.050mg/kg/j 0.075mg/kg/j 0. 1mg/kg/j
expérimentaux
Protéines 0.558+0.009  0.560+0.008 0.573+0.010 0.593+0.010 0.623+0.010

(ng/ mg)
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Figure 21. Variation du taux des protéines hépatique (mg) des rats témoins et contaminé par

I’Exirel durant 3 mois.
B. Lipides hépatiques

Une diminution tres hautement significative (p < 0,001) et hautement significative (p<

0,01) des taux des lipides hépatiques est observée respectivement chez les rats traités par

I’Exirel (0.075mg/kg/j, 0.1mg/kg/j) et (0.050mg/kg/j) par rapport au groupe témoin.

Tableau 09. Variation du taux des Lipides hépatique chez les rats traités durant 3 mois par

I’Exirel .

Lots Témoin 0.025mg/kg/j  0.050mg/kg/j  0.075mg/kg/j 0. Img/kg/j
expérimentaux

** *k*k *k*k

Lipides (ng/mg) 453.891+1.301 451.951+1.375 451.422+1.216 448.320+1.215 447.322+1.215
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Figure 22. Variation du taux des lipides hépatique (g) des rats témoins et contaminé par

I’Exirel durant 3 mois.

2.3. Action de I’Exirel (cyantraniliprole) sur certains biomarqueurs de la fonction
hépatique

Le tableau (10) résume quelques biomarqueurs de la fonction hépatique des rats témoins
et les rats traités apres 3 mois de traitement.

Tableau 10. Changement de quelques biomarqueurs de la fonction hépatique chez les rats

témoins et les rats traités par I’Exirel apres 3 mois de traitement

Lots expérimentaux

Parametres Témoin 0.025mg/kg/j 0.050mg/kg/j 0.075mg/kg/j  0.1mg/kg/j

Glucose (g/l)  0.88+0.07 1.25+0.19 1.28+0.12 1.39+0.12 1.47+0.21

**k* *k*k *k*k **k*

ASAT (U/L)  72.49+2.36 142.81+31.83 163.20+28.92 149.12+46.11 184.4+13.24

**% ***% *k*k **k*

ALT (U/L) 29.27+291  4557+13.63 51.92+13.40 47.97+14.65 86.14+28.84

**

PAL (U/L) 229.69451.25 312.75+80.55 248.15+13.05 305.27+89.99 358.12+72.60

*
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*Exirel 0.025mg/kg/j, Exirel 0.050mg/kg/j, Exirel 0.075mg/kg/j, Exirel 0.1mg/kg/j par rapport
le témoin (*: p <0.05; **: p <0.01 ; ***: p <0.001).

AST : Aspartate aminotransferase ; ALT : Alanine Aminotransférase ; PAL : Phosphatase

alcaline ; Ul : Unité Internationale.
2.3.1. La Concentration plasmatique du Glucose

D’aprés les résultats obtenus (fig 23.tab 10) on observe une augmentation tres hautement
significative (P<0,001) de la concentration plasmatique en glucose chez le groupes traités par
différentes concentrations d’Exirel (0.025mg/kg/j, 0.050mg/kg/j, 0.075mg/kg/j, 0.1mg/kg/j)
par rapport au groupe témoin.

2.3.2. Activité des transaminases

Le traitement des rats par I’Exirel provoque une augmentation trés hautement
significative (P<0,001) de ASAT chez les lots traités par différentes concentrations d’Exirel
comparé au groupe témoins. Alors que on observe une augmentation hautement significative
(P<0, 01) de ALAT chez le lot traité par 0.1mg/kg/j d’Exirel par rapport le lot t¢émoin mais les
autres lots traités (0.025mg/kg/j, 0.050mg/kg/j, 0.075mg/kg/j) montrent une augmentation non
significative de ALAT comparé au témoin (tab 10.fig 24, 25).

2.3.3. Activité de la phosphatase alcaline (PAL)

Nos résultats (tab 10.fig 26) montrent une augmentation significative (p < 0.05) I’activité
de la phosphatase alcaline (PAL) chez le lot traité par (0.1mg/kg/j) d’Exirel en comparaison
avec les témoins, tandis que les autres lots traités par le pesticide montrent une augmentation

non significative par rapport au groupe témoin.
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Figure 23. Variation de la Concentration plasmatique du glucose chez les rats témoins et les

rats traités par I’Exirel aprés 3 mois de traitement
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Figure 24. Variation de l'activité enzymatique de I’ASAT (Ul/l) chez les rats témoins et les

rats traités par I’Exirel aprés 3 mois de traitement
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Figure 25. Changement de I'activité enzymatique de I’ALAT (UI/l) chez les rats témoins et

les rats traités par I’Exirel aprés 3 mois de traitement
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Figure 26. Variation de la phosphatase alcaline PAL (UI/I) chez les rats témoins et les rats

traités par I’Exirel apres 3 mois de traitement
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2.4. Action de I’Exirel (cyantraniliprole) sur certains biomarqueurs de la fonction

Rénale

Le tableau (11) résume quelques biomarqueurs de la fonction rénale des rats témoins et

les rats traités aprés 3 mois de traitement.

Tableau 11. Variation de quelques biomarqueurs de la fonction rénale chez les rats témoins

et les rats traités par I’Exirel aprés 3 mois de traitement

Témoin 0.025mg/kg/j 0.050mg/kg/j 0.075mg/kg/j  0.1mg/kg/j
Urée (mg/dl) 0.41+0.09 0.44+0.10 0.45+0.07 0.47+0.09 0.60+0.03 *

Créatinine 4.22+0.47 5.21+0.58 5.16+0.82 5.45+0.69 6.43+0.61 *
(mg/dl)

*Exirel 0.025mg/kg/j, Exirel 0.050mg/kg/j, Exirel 0.075mg/kg/j, Exirel 0.1mg/kg/j par rapport
le témoin (*: p < 0.05; **: p <0.01 ; ¥***: p <0.001).

2.4.1. Concentration plasmatique en urée

Les résultats obtenus montrent une augmentation significative (p < 0.05) du taux sérique
en urée chez le lot traité par 0.1mg/kg/j de I’Exirel comparé au témoin, Alors que les autres
lots traités montrent une augmentation non significative du taux sérique en urée par rapport

les rats témoins.
2.4.2. Concentration plasmatique en créatinine

Les résultats obtenus montrent une augmentation significative (p < 0.05) du taux sérique
en créatinine chez le lot traité par 0.1mg/kg/j de I’Exirel comparé au témoin, tandis que les
autres lots traités montrent une augmentation non significative du taux de créatinine par

rapport les rats témoins.
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Figure 27. Variation de la concentration de urée (mg/dl) chez les rats témoins et les rats

traités par I’Exirel aprés 3 mois de traitement.
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Figure 28. Variation de la concentration de créatinine (mg/dl) chez les rats témoins et les

rats traités par I’Exirel aprés 3 mois de traitement.
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2.5. Effets d’Exirel (Cyantraniliprole) sur le statut redox cytosolique dans le foie
A. Glutathion

Les résultats représentés dans le (tab 12.fig 29) montrent une diminution tres hautement
significative (p<0,001) du taux de GSH cytosolique dans le foie chez les lots traités par
0.1mg/kg/j d’Exirel alors que les autres lots révélent une diminution non significative par

rapport les rats témoins.

Tableaul2. Variation cytosolique du taux de glutathion (GSH) dans le foie aprés 3mois de

traitement par I’Exirel.

Lots Témoin 0.025mg/kg/j  0.050mg/kg/j  0.075mg/kg 0. Img/kg/j
expérimental /j
GSH *k*k
(nmol/mg)  180.956+£1.516 165.04+4.16 141.683+1.160 131.683+1. 121.683+1
160 .160
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Figure 29. Variation du taux de GSH hépatique (nmol/mg) chez les rats témoins et traités

aprés 90 jours de traitement.
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B. Glutathion Peroxydase (GPx) hépatiques

Une diminution trés hautement significative (p<0,001) de I’activité de GPx cytosolique a

été enregistrée dans le cytosol des cellules hépatiques chez les rats traités par I’Exirel &
concentrations différentes (0.025mg/kg/j, 0.050mg/kg/j, 0.075mg/kg/j, 0.1mg/kg/j) par

rapport au groupe témoin.

Tableau 13. Variation de I’activité enzymatique de GPx hépatique chez les rats traités et

témoins pendant 3 mois de traitement

Lots Témoin 0.025mg/kg/j 0.050mg/kg/j 0.075mg/kg/j 0. 1mg/kg/j
expérimentaux

G PX *kk *k*k *kk *k*k

(nmol/min/mg) 0.893+0.014  0.838+0.012  0.838+0.012  0.841+0.013  0.845+0.013
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Figure 30. Variation de I’activité enzymatique de GPX (umol/min/mg) hépatique chez les
rats témoins et contaminé par 1’Exirel aprés 3 mois du traitement (P < 0,001).
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C. Glutathion-S-Transférase (GST) hépatiques

L’analyse statistique des résultats obtenus (tab 14.fig 31) aprés I’évaluation de

I’activité cytosolique de GST au niveau hépatiques a montré une augmentation trés hautement

significative (p<0,001) chez les groupes traités par I’Exirel au doses (0.075mg/kg/j,

0.1mg/kg/j) par rapport au group témoins, tandis que les autres lots montrer une augmentation

non significative en comparant au group témoins.

Tableau 14. Variation de I’activité enzymatique de GST hépatique chez les rats traités et

témoins pendant 3 mois de traitement

Lots Témoin 0.025mg/kg/j 0.050mg/kg/j] 0.075mg/kg/j 0.1 mg/kg/j
expérimentaux
GST **k* **k*
(nmol/min/mg  1.872+0.003  1.917+0.013  1.962+0.014  1.982+0.014 2.002+0.014
de protéine)
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Figure 31. Variation de I’activité enzymatique de GST (nmol/min/mg) hépatique chez les rats

témoins et contaminé par 1’Exirel aprés 3 mois du traitement (P < 0,001).
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D. Malondialdéhyde (MDA) hépatiques

Les résultats affichés dans le tableau (15) et la figure (32) montrent une
augmentation trés hautement significative (p<0,001) du taux de MDA dans le foie chez les
rats traités par ’Exirel au dose (0.1mg/kg/j), alors que n’observe une augmentation non

significative significatif chez le reste groupes traités par 1’Exirel par rapport les rats témoins.

Tableau 15. Variation Hépatique du taux de MDA chez les rats traités durant 3 mois de

traitement
Lots Témoin 0.025mg/kg/j 0.050mg/kg/j 0.075mg/kg/j 0. 1mg/kg/j
expérimentaux

(nmol/mg) 0.661+0.000032 0.728+0.013 0.778+0.013 0.813+0.0.14 0.888+0.013
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Figure 32. Variation du taux MDA (nmol/mg) dans le foie chez les rats témoins et traités
apres 90 jours de traitement
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2.6. Effets d’Exirel (Cyantraniliprole) sur le statut redox cytosolique dans le cerveau
total
A. Glutathion (GSH) cérébrale
Une diminution significative (p<0,001 ; p<0,01 ; p<0,05) du taux de GSH
cytosolique dans le cerveau total respectivement chez les lots traités par (0.1mg/kg/j;
0.075mg/kg/j ; 0.05mg/kg/j ; 0.025mg/kg/j) d’Exirel quand ils sont comparés au témoin (tab
16.fig 33).

Tableau 16. Variation cytosolique de glutathion (GSH) cérébrale aprés 3 mois de traitement

Lots Témoin 0.025mg/kg/j 0.050mg/kg/j 0.075mg/kg/j 0.1mg/kg/j
expérimentaux
Taux de GSH 150,553 = 135,04 + 111,683 + 101,683 91,683

(umol/mg) 1,676 4,156* 1,160** 1,160** 1,160%**
160 -
wo | * n=06
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Figure 33 : Changement du taux de GSH cytosolique dans le cerveau (nmol/mg) chez les rats
témoins et traités apres 90 jours de traitement
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B. glutathion peroxydase (GPx) cérébrales
L’analyse statistique des résultats obtenus (tab.17,fig.34) apres 1’évaluation de
’activité cytosolique de GPx des cellules cérébrales a montré une diminution trés hautement
significative (p<0,001) chez lots traités par les différentes concentrations (0.025mg/kg/j,

0.050mg/kg/j, 0.075mg/kg/j, 0.1mg/kg/j) d’Exirel par rapport les t€émoins.

Tableau 17. Modification de I’activité enzymatiques de GPx dans les cellules cérébrales

durant 3 mois de traitement

Lots Témoin 0.025mg/kg/j 0.050mg/kg/] 0.075mg/kg/j 0.1mg/kg/j
expérimentaux
L’activité de 0,293 £ 0,238 + 0,238 £ 0,241 £ 0,245 £

Gp 0,014 *** 0,012 *** 0,012 *** 0,012 *** 0,012 ***
X

(umol/min/mg)
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Figure 34. Variations de I’activité enzymatique de GPX (umol/min/mg) cérébrales chez les
rats témoins et contamingé par 1’Exirel aprés 3 mois du traitement (P < 0,001).
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C. Glutathion-S-transférase (GST) cérébrales

Les résultats de I’évaluation de I’activité de GST cytosolique sont représentés dans le
tableau 18 et la figure 34. On constate qu’il existe une augmentation significative de cette

activité chez les lots traités par 0.0.25mg/kg/j (p<0,05) d’Exirel ; 0.050mg/kg/j, 0.075mg/kg/j
(p<0,01) d’Exirel ; 0.1mg/kg/j (p<0,001) d’Exirel quand ils sont comparés au groupe témoin.

Tableau 18. Changement de I’activité enzymatiques de GST cytosolique durant 3 mois de

traitement
Lots Témoin 0.025mg/kg/j 0.050mg/kg/}] 0.075mg/kg/j 0.1mg/kg/j
expérimentaux
L’activité de 0,672 + 0,717 £ 0,762 £ 0,782 £ 0,802 £
0,003 0,013* 0,014** 0,014** 0,014***
GST
(umol/min/mg)
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Figure 35. Variation de I’activité enzymatique de GST (umol/min/mg) cérébrales chez les

rats témoins et contaminé par I’Exirel aprés 3 mois du traitement (p<0,05 ; p<0,01 ; p< 0,001)
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D. Catalase (CAT) cérébrales

Les résultats de 1’évaluation de 1’activité de catalase dans le cytosol du cerveau total ont
montré une diminution significative (p<0,001) chez les groupes traités par 1’Exirel
(0.075mg/kg/j ; 0.1mg/kg/j) comparés au groupe témoin et une diminution significative (p<
0,01) chez le groupe traité par (0.050mg/kg/j) et on observe une diminution significative
(p<0,05) chez les groupe traite par (0.025mg/kg/j) d’Exirel par rapport au témoins.

Tableau 19. Variation de I’activité enzymatiques de CAT cytosolique durant 3 mois de

traitement
Lots Témoin 0.025mg/kg/j 0.050mg/kg/j 0.075mg/kg/j 0.1mg/kg/j
expérimentaux
L’activité de 20,453 £ 18,141 + 15,941 + 14,941 + 13,941 +
0,130 0,089* 0,089** 0,089*** 0,089***

CAT

(umol/min/mg)
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Figure 36. Changement de I’activité enzymatique de CAT cytosolique chez les rats traités et

témoins durant 3 mois de traitement

Impact Cellulaire de I'Exirel (Cyantraniliprole) chez les rats « Wistar » : étude toxicologiques -



I Résultats

E. Malondialdéhyde (MDA) cérébrales

Les résultats de 1’évaluation de taux de MDA dans le cytosol du cerveau montré une
augmentation trés hautement significative (p<0,001) chez les lots traités par 0.075mg/kg/j ;

0.1mg/kg/j d’Exirel, tandis que les lots traités par 0.025mg/kg/j ; 0.050mg/kg/j montré une

augmentation trés significative (p<0,01) par rapport le groupe témoin.

Tableau 20. Variation cytosolique de taux de MDA dans le cerveau durant 3 mois de

traitement
Lots Témoin 0.025mg/kg/j 0.050mg/kg/j 0.075mg/kg/j 0.1mg/kg/j
expérimentaux

MDA 0,16146 0,2288 0,2788 0,3138

" + + + + +

(nmol/mg) 3,1623E-05 0,0134** 0,0134%* 0,0134%**  0,0134***
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Figure 37. Changement de taux de MDA (nmole/mg) cytosolique dans le cerveau durant 3

mois de traitement
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2.7. Effets de I’Exirel (cyantraniliprole) sur I’activité de I’acétylcholinestérase dans le
cerveau total

L’analyse des valeurs obtenues suite a [I’évaluation de [I’activité de
I’acétylcholinestérase a montré une diminution hautement significative (p<0,01) de cette
activité dans le cerveau total chez le lot traité par I’Exirel a différentes concentrations

(0.075mg/kg/j ; 0.1mg/kg/j) quand ils sont tous comparés au lot témoin (tab 21.fig 38).

Tableau 21. Changement de 1’activité d’acétylcholinestérase dans le cerveau durant 3 mois

de traitement

Lots Témoin  0.025mg/kg/j 0.050mg/kg/j] 0.075mg/kg/j 0.1mg/kg/j

expérimentaux

L’activité de

PAchE 4,586 + 3,413 + 3,139 + 3,049 + 2,723

¢ 0,265 0,2762 0,2567 0,2618** 0,2498*

(nmole/min/mg)
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Figure 38. Variations cérébrales de I’activité d’acétylcholinestérase (AchE) dans le cerveau
total durant 3 mois.
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2.8. Effets de I’Exirel (cyantraniliprole) sur le neurocomportemental chez le rat
A. Test de labyrinthe classique
Les résultats obtenus suite & I’examen de ce test sur les animaux sont illustrés par
la figure 39. L’analyses statistiques de ces résultats a montré une augmentation tres
hautement significative (p<0,001) du temps d’arrivé (figA) chez les lots traités par les doses
(0.075mg/kg/j ; 0.1mg/kg/j) d’Exirel tandis que les autres lots montré une augmentation
significative (p< 0.05 ; p<0,01) comparés aux rats témoins. et une diminution trés hautement
et hautement significative de temps d’exploration (figB) chez les lots traités par divers

concentrations de I’Exirel par rapport les rats témoins.
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Figure 39. Variation des résultats de test de Labyrinthe Classique chez les groupes de rats
traités par le pesticide durant 3 mois.
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(A): Temps d’arrivé au point final dans labyrinthe (B) : Temps d'exploration du milieu de
labyrinthe

B. Test de «Open Field »
La figure (41) montré les résultats du test d’Open Field :

- La figure (A.C) présente une diminution significative (p< 0.05 ; p<0,01 ;p<0,001) du
mouvement des rats traités par le pesticide a divers concentrations dans la zone central
et le nombre total du mouvement par rapport aux témoins.

- La figure (B.D) présente une augmentation significative (p< 0.05 ; p<0,01 ;p<0,001)
du mouvement des rats traités par le pesticide dans la zone périphérique et le temps
d’immobilité des rats traités par différentes concentrations d’Exirel par rapport aux
témoins.

C. Test de Reconnaissance d’Objet

Les résultats représenté dans de la figure (40) montrent une diminution trés hautement et
hautement significative (p<0,01 ;p<0,001) du temps d’exploration de nouveau objet et le
temps d’exploration d’objet familiale chez les rats traités par le pesticide par rapport les rats
témoins, tandis que les rats traités ont passés moins du temps a explorer le nouvel objet par

rapport I’objet familial.
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Figure 40: Variation du temps d’exploration de nouvel objet et 1’objet familial chez les rats

traités et témoins durant 3 mois.
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Figure 41. Variation des données du test Open Field chez les rats traités durant 3 mois par le
Pesticide. (A): Mouvement dans la zone central; (B): Mouvement dans la zone
périphérique ; (C) : Nombre total de mouvement ; (D) : Temps d’immobilité.
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2.9. Effets de I’Exirel (cyantraniliprole) sur I’histologie globale du cerveau et foie et
les reins

A. Histologie de foie

L’observation des coupes histologiques de foie des rats traités par I’Exirel a divers
concentrations (fig 42), révéle une modification morphologique des régions hépatiques bien
visible par rapport au groupe témoin. L’histologie du foie des rats traités par la concentration
(0,025 mg/kg/j) révele I’absence de signes de toxicité, et d’un foie d’aspect normale avec un
parenchyme hépatique sain des espaces portes normaux et ne présente pas d’infiltrations
inflammatoires. L’observation microscopique du foie des rats traités par les concentrations
(0,050 et 0,075mg/kg/j) a montrer une présence de signes minimes de stase hépatique, avec
une congestion des veines Centro-lobulaire et un élargissement modéré des sinusoides.
L’observation microscopique du foie des rats traités a une concentration de (0,1mg/kg/j)
montre des signes majeurs de stase hépatique qui présente des lobules dont le centre est
rouge, avec des trainés congestives unissant les lacunes Centro-lobulaire des lobules voisins.
Les sinusoides sont élargies, dilatés et bourrés de tres nombreux érythrocytes. Présence d’un
infiltrat inflammatoire lympho-plasmocytaire au niveau de la plus part des lames bordant et
de quelques espaces porte (Iésions d’hépatite), une nécrose hépatocellulaire. Avec Présence de

discret foyers de stéatose.
B. Histologie du cerveau total

L’analyse microscopique des coupes histologiques effectuées au niveau du cerveau a
montré une structure normale chez les rats témoins et du groupe traité par I’Exirel a dose
(0.025mg/kg/j) (Figure A et B). En revanche, une altération histologique du nombre des
cellules cérébrales a été observée sur les coupes histologiques du cerveau de rats traités a
différentes doses (0.050mg/kg/j ; 0.075mg/kg/j ; 0.1mg/kg/j) durant 90 jours (Figures C, D ;
E) par rapport aux rats témoins. Ces altérations des cellules affectent la fonction des neurones

et peuvent contribuer a une totale déstructuration tissulaire de cet organe.
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Figure 42. Coupes histologiques (X10, X40) dans le foie des rats témoins et traités par
I’Exirel aprés 3 mois de traitement. A et B : Témoin et traité (0.025mg/kg/j) ; C, D, E, F : rats
traité (0.05mg/kg/j ; 0.075mg/kg/j et 0.1mg/kg/j) (1) : Veine Centro-lobulaire ; (2) :
Sinusoide; (3) : Cellules de Kupffer. ; (4) : sinusoide dilatée bourrée par des érythrocytes
(congestion minime) ; (5) sinusoide dilatée bourrée par des érythrocytes (congestion majeure).
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Figure 43. Coupes histologiques (x10, x40) dans le cerveau aprés l'administration orale de
I’Exirel (Cyantraniliprole) a différentes doses (0.025mg/kg/j ; 0.050mg/kg/j ; 0.075mg/kg/j ;
0.1mg/kg/j).(A) : Témoin, (B): traité par Exirel 0.025mg/kg/j, (C): traité par Exirel
0.050mg/kg/j, (D): traité par Exirel 0.075mg/kg/j, (E) : traité par Exirel 0.1mg/kg/j.

(1) : Cellule gliales. ; (2) : Fibres nerveuses.
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C. Histologie du Rein

L’examen microscopique des coupes histologiques réalisées au niveau du Rein a montré
une structure normale chez les rats témoins et du groupes traités par 1’Exirel a différentes
concentrations (0.025mg/kg/j ; 0.05mg/kg/j ; 0.075mg/kg/j), I’architecture du cortex rénal est
normale.de glomérules uniformes avec membrane bien définie. Tandis que les animaux
traités par 0.1mg/kg/j d’Exirel montrent modification structurale des reins qui traduit par la
présence d’un infiltrat inflammatoire lympho-plasmocytaire et un glomerule de morphologie
anormale et un élargissement des tubes rénaux (Figure 44).

Figure 44. Coupes histologiques (x10, x40) du rein aprés l'administration orale de I’Exirel
(Cyantraniliprole) a différentes doses. (A) (B) :Témoin et traité par Exirel
0.025mg/kg/j ;0.050mg/kg/j ; 0.075mg/kg/j ; (C) (D) : traité par Exirel 0.1mg/kg/j.

(1): Glomeérule. ; (2) : Tubes rénaux ; (3) : Discret élargissement des tubes rénaux.
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3. Discussion

Les humains sont constamment exposés a de hombreux produits chimiques provenant de
diverses sources notamment I'eau, l'air, les aliments etc., qui peuvent avoir des effets néfastes
sur la santé a de faibles doses (Docea et al., 2018; Ghasemnejad-Berenji et al., 2021). les
pesticides sont considérés comme des produits de risque pour la santé, et les vecteurs pour les
maladies humaines ou animales, a partir de 1’augmentation de la production de radicaux libres
qui s'accumulent en outre dans la cellule, par laltération des mécanismes de défense
antioxydants (Possamai et al., 2007). Parmi les insecticides développés au cours des
dernieres années, les insecticides diamides, sont devenus le quatrieme plus couramment
utilisé dans le monde et peuvent produire un certain toxique au niveau du cerveau, foie, rein,
et d'autres organes par la production des radicaux libres (Sparks & Nauen, 2015; Qiao et al.,
2019). Dans cette actuel étude, nous avons évaluer 1’effet neurotoxique sur le cerveau total,
I’effet hépatotoxique et hématologique d’un nouvel polluant de I’environnement chez le rat
exposé subchroniquement a des faibles doses plus réalistes de I’Exirel (Cyantaraniliprole), les
études précédentes sont tres rare sur ce pesticide, nous nous sommes intéresses dans cet étude

de sa toxicité au niveau les parametres mentionné ci-dessus.

3.1. Impact de I’Exirel (cyantraniliprole) sur le Poids Relatif des organes (Foie,

Cerveau, Rein)

Les résultats de I’analyse de poids relatif du foie (PRf) suggerent que I’administration de
I’Exirel (cyantraniliprole) a quatre concentrations (0.025mg/kg/j; 0.050mg/kg/j ;
0.075mg/kg/j ; 0.1mg/kg/j) provoque une augmentation non significative chez lots traités par
I’Exirel au dose (0.025mg/kg/j ; 0.050mg/kg/j) rapport les rats témoins. Cette augmentation
modérée peut étre traduite par I'accumulation de ce pesticide dans le foie et les autres organes
(Messarah et al., 2013). Selon Alarcan et al., 2021 I’administration de de résidus de
pesticides de cing niveaux de dose dans les denrées alimentaires l'imazalil (IMZ), le
thiaclopride (THI) et la clothianidine (CTD) par gavage oral de 28 jours chez les rats Wistar
provoque un hypertrophie hépatocellulaire, ceci est en accord avec I'observation d'une
hypertrophie du foie suite a une exposition a IMZ, THI et CTD, comme induction médiée par
les récepteurs nucléaires denzymes métaboliques provoque une augmentation de la
concentration endoplasmique réticulum, peroxysomes et/ou mitochondrie.

Dans une études antérieures (Fetoui et al., 2008; Tayeb et al., 2010) montrer que

augmentation significative du poids relatif du foie peut étre di a un cedéme dans les tissus
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était liée a l'induction enzymatique de cytochrome-P450. Une autre littérature, a indiqué que
cette augmentation du poids du foie peut étre attribuée a 1’augmentation des demandes
accrues de détoxification des composés toxiques (BENBOUZID H, 2012). Nous avons teste
les parametres seriques biochimiques et 1I’évaluation de 1’état histo-pathologique nous a révélé
que les taux anormaux des parametres sanguins et des transaminases signe d’une
inflammation et nécrose des hépatocytes, tandis que les autres lots traités ont montré que

aucun changement du poids relatif du foie par rapport les témoins.

En ce qui concerne le poids relatif du cerveau (PRc), le traitement des rats par le pesticide
Exirel (cyantraniliprole) aux doses différentes (0.050mg/kg/j ; 0.075mg/kg/j ; 0.1mg/kg/j)
induit une augmentation non significative de poids relatif du cerveau, cette augmentation sont
accord par (Amamra W, 2015) aussi ces résultats vont dans les sens opposés que ceux des
travaux de (Gasmi S, 2018) a constaté que I’exposition des rats au 1’acétamipride provoque
une augmentation tres hautement significative de poids relatif du cerveau (0,05 %) due a des
nombreux troubles du stress. les travaux de (Husain et al., 1996; Aloizou et al., 2020) trouvé
une augmentation de poids dans le cerveau, I'nippocampe et le cortex frontal chez les rats
apres I’exposition des divers pesticides Hexaconazole et chlorothalonil+azoxystrobine

. D’autres part les résultats de notre étude révelent que 1’Exirel provoque des troubles
neurocomportemental et un états de stress traduit par 1’estimation des bio marqueurs de stress
oxydatif.

Les reins réaliser deux fonctions importantes, d'abord ils excrétent la plupart des produits
finaux du corps métabolisme, autre part, ils contrélent les concentrations de la plupart des
constituants des fluides corporel c'est un organe cible pour les xénobiotiques tels que les
pesticides arrivée dans l'animal systeme interne de I'environnement externe (Bassey et al.,
2014; Refaie et al., 2014). L’analyses des résultats obtenus montrent un diminution non
significative de poids relatif du rein (PRr) des rats traités par le pesticide dans tous les lots au
comparé le témoin, cette diminution expliqué par lésion histologique observée dans les
coupes des reins traités par I’Exirel. Ces résultats vont dans le sens opposé que ceux des
travaux de (Amamra, 2015) qui montré le traitement des rats par le diazinon induit une

augmentation non significative de poids relatif du reins (PRf) par rapport les rats témoins.
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Craig et al., 2015 ont précédemment démontré que les modifications du poids relatif du
reins (bons indicateurs de lesions rénales) sont corrélées aux modifications histopathologiques
rénales et sont donc approprié pour l'identification des lésions rénales. D’autres part Zafar &
Naeem-ul-Hassan Naqvi, 2010 ont proposé que l'augmentation du poids relatif des reins
(hypertrophie) pourrait étre due a une augmentation dans le taux de synthése des protéines
et/ou la diminution de la dégradation des composants de la matrice extracellulaire rénale qui
se produisent tot apres I’exposition des produits chimique avant I'apparition de changements
structurels typiques dans les reins.

3.2. Effet de I'Exirel (cyantraniliprole) sur les paramétres biochimiques au niveau

hépatique

L'intoxication par les pesticides peut perturber le fonctionnement normal des cellules,
entrainant des modifications des mécanismes biochimiques fondamentaux. D’aprés les
résultats de ce travail, I’exposition des rats au pesticide a provoqué un effet perturbateur du
métabolisme géneéral des cellules hépatiques. L’augmentation du taux de protéine hépatique
aprés 1’exposition chroniques des rats par I’Exirel Ces résultats sont confirmés par
(Benbouzid, 2012; Rouabhi et al., 2015; Gasmi et al., 2017) qui ont mis en évidence une
corrélation entre la perturbation du taux de protéines totales et la toxicité par les
xénobiotiques. Cet effet est expliqué d’une part I’induction enzymatique contre les
conséquences de I’Exirel et d’autre part stimulent la syntheése des protéines de stress ou ils
peuvent interagir avec les groupes thiol (-SH) des protéines hépatiques et réduit le
métabolisme de ces substances avec le phénomeéne de bioactivation/biotransformation. Des
observations différente ont été enregistrées avec d'autre pesticide le chlorantraniliprole a des
concentrations sublétales chez les poissons, pendant les périodes d'exposition les niveaux de
protéines totales ont significativement diminué dans le foie par rapport aux poissons témoins
expliquer par la dégradation de ces protéines due au stress pesticide sévere (Nagaraju et al.,
2018) .

Ce qui concerne le taux des lipides hépatiques on a trouvé dans notre étude une
diminution significative (p<0.01; p<0.001) chez les lots traités par les concentrations de
I’Exirel (cyantraniliprole) de maniere dose-Effet cette dimunition peut signalé par la
dégradation des lipides hépatiques par 1’activation de la peroxydation lipidique, cette voie

stimulée par des radicaux libres en cas de stress oxydative générée par I’Exirel.
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La littérature actuelle associé les effets des insecticides sur les fonctions hépatiques en
particulier sur le métabolisme hépatique des lipides a été revue, I'exposition a certains
insecticides peut interrompre le métabolisme des lipides hépatiques et induire une
peroxydation lipidique hépatique et un stress oxydatif ces résultats confirmé par le travaux de
(Yang & Park, 2018). Résultats similaires également rapporté par (Lal & Singh, 1987) ont
révéler une diminution des lipides hépatiques apres un traitement par ,BHC (organochlorés) et
le malathion (organophosphores), Nagaraju et al., 2018 ont enregistré une diminution de la
teneur en lipides chez les poisson serpent aprés 1’exposition par 1’insecticide
chlorantraniliprole cet dimunition de la teneur en lipides dans les tissus du foie augmentaient
avec le temps d'exposition. La baisse des taux de lipides expliqué que les lipides pourraient
avoir été dirigés pour production d'énergie pour dautres fonctions metaboliques dans
lesquelles ces produits jouent un réle clé dans les conditions de stress toxique, d’autres part
Rouabhi et al., 2015 expliqué cette diminution par la dégradation de la graisse du foie par
I'activation des lipides peroxydation, cette voie induit par les radicaux libres ou I'oxydation
stress généré par les xénobiotiques. Notre résultats a été confirmé par le taux élevé du MDA
dans le foie (augmentation trés hautement significative).

3.3. Effet de I’Exirel (cyantraniliprole) sur certains biomarqueurs de la fonction

hépatique

Le foie est un organe cible des xénobiotiques et qui joue un rdle dans le processus de
détoxification. Son détérioration et son dysfonctionnement provoquent une hépatotoxicite et
causent des complications qui peuvent affecter la santé. La modification des parameétres
biochimiques due aux xénobiotiques représente un important indice et peut constituer un outil
de diagnostic dans les études toxicologiques (Feki et al., 2021). I'exposition des rats au
I’Exirel (cyantraniliprole) a différentes concentrations (0.025mg/kg/j ;0.050mg/kg/j ;
0.075mg/kg/j ;0.1mg/kg/j) de poids corporel par voie orale pendant 90 jours provoquée une
perturbation au niveau des parameétres biochimiques.

L’analyse de nos résultats montre une augmentation trés hautement significative de la
concentration sérique du glucose chez les rats traités par I’Exirel. D’autres études a montré
¢galement I’augmentation de glucose aprées 1’exposition par d’autres pesticides (Chabane et
al., 2020; Chiali et al., 2013) ont monter que cette augmentation de glucose d’une part une
perturbation de métabolisme des glucides en raison d'une dégradation accrue des glycogene
hépatique par des augmentations des hormones glucagon , et/ou réduction de l'activité de

I'insuline.
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D’autre part 1’augmentation du catabolisme hépatique du glycogéne et 1’utilisation réduite
du glucose aussi a une altération de la fonction tissulaire. (Khaldoun-Oularbi et al., 2017) a
mentionné que 1’exposition a une dose élevée de thiaméthoxame chez les rats produit taux de
glucose significativement élevés qui perturbé la régulation du glucose par l'activité
hyperglycémique.

Les transaminases AST et ALT, PAL dans le sérum reflétent 1’activité fonctionnelle du
foie. Lorsque le foie est endommagé pour diverses raisons incluant les nécroses cellulaires
hépatiques, 1’hépatite, les cirrhoses et 1’hépatotoxicité, ces enzymes sont libérées dans le sang
circulant le plus souvent avant 1’apparition de signes cliniques et sont utilisées comme des
indicateurs des dommages cellulaires (Amamra, 2015; Feki et al., 2021).

Nos résultats montrent une augmentation de I’activité enzymatique des transaminases
(augmentation tres hautement significative pour TGO et augmentation hautement significative
pour TGP) et le PAL chez les rats traités par I’Exirel (cyantraniliprole) a différents
concentrations, L'élévation de D’activité des transaminases dans le sang a été considéré
comme un indicateur des lésions tissulaires. Les résidu de pesticide peuvent induit altération
hépatocellulaire qui peut libérer des enzymes intracellulaires plus importantes dans le sang
que les niveaux normaux ces résultats a été confirmé par (Ayi-Fanou, 2018). Les résultats
similaires ont été trouvés par (Amjad et al., 2018; Aroonvilairat et al., 2015; Chiali et al.,
2013; Neghab et al., 2018) qui montré une changements dans le sérum des activités
enzymatiques de ces enzymes suite a 1’exposition aux divers pesticides. (Banaee et al., 2011)
ont rapporté des niveaux accrus d'AST et d'ALT suivis de I'exposition truite arc-en-ciel au
diazinon dans le foie cette augmentation expliqué par L'élévation des niveaux intracellulaires
de ROS peut conduire a une peroxydation lipidique entrainant une augmentation de la
perméabilité de la membrane des cellules hépatiques. En consequence, les enzymes
hépatiques, y compris I'AST et I'ALT, sont libérées dans le plasma.

La phosphatase alcaline (ALP) est une enzyme existe dans différents tissus corporels
dans le foie, est produite par les cellules tapissant les petites voies biliaires (Banaee et al.,
2011). L'analyse de nos résultats, montrent que I'administration de 1’Exirel provoque une
augmentation significative de 1’activité de ALP chez les rats traités au dose 0.1mg/kg/j par
rapport les rats témoins, 1’augmentation de I'activité de I'ALP dans le plasma sanguin peut étre
liée a des lésions et un dysfonctionnement des tissus hépatiques dus a la toxicité des
pesticides ces résultats sont confirmés par (Benzidane, 2012; Tayeb et al., 2010; Karami-
Messarah et al., 2013; Mohajeri et al., 2017; Sevim et al., 2021).
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Le rein est un organe qui assure trois fonctions principales 1°excrétion de déchets du
métabolisme, le maintien du volume et de la composition du liquide extracellulaire et la
synthese hormonale (Zabre, 2013). De nombreux pesticides peuvent induit des effets
toxiques et nocifs sur les tissus rénaux et le rein l'un des organes cibles attaqués par les
xénobiotiques notamment les polluants environnementaux (Elzoghby et al., 2014). Aussi, les
taux plasmatiques d'urée et de créatinine sont des parameétres de la fonction rénale altérés par
les pesticides confirment les dommages rénaux.

Nos résultats montrent que I'administration de 1’Exirel provoque une augmentation
significative de taux sérique d’urée et de créatinine par rapport a un groupe témoin ce résultat
est en accord (Elzoghby et al., 2014) ont aussi montré 1’augmentation de taux sérique d’urée
et de créatinine suite a I’exposition au malathion Cette élévation peut étre due a des lésions
rénales causées par les pesticides et l'urée est le produit final du catabolisme des protéines.
Donc le corps référent dysfonctionnement rénal et causé par une dégradation accrue des tissus
ou une altération de I'excrétion. Arfat et al., 2014 mentionné que apres 1’exposition des rats
par 1’ imidaclopride (insecticide de type néonicotinoide) provoque une augmentation de taux
sérique de créatinine dans le groupe expérimental par rapport aux animaux témoins et
I’augmentation est liée a l'insuffisance rénale, aussi la créatinine sérique déterminent le taux
de filtration glomérulaire (DFG) de maniére incorrecte dans l'insuffisance rénale. Des
résultats similaires ont été rapportés dans des études antérieures ( Chiali et al., 2013; Ayi-
Fanou, 2018). D’autre part Kammoun et al., 2019 montrent que l'augmentation des taux
plasmatiques de créatinine et d'urée indique une baisse du taux de filtration glomeérulaire et
par conséquent un dysfonctionnement rénal c'est aprés l'exposition des animaux au

I’insecticide thiaclopride.
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3.4. Effet de I’Exirel (cyantraniliprole) sur le statut redox dans le cerveau et le foie

La toxicité des pesticides et des produits chimigques environnementaux est connue pour
leur capacité a induire des espéces réactives de I'oxygéne (ROS), qui jouent un réle important
dans l'induction d'un stress oxydatif entrainant un déséquilibre entre les ROS et les systemes
antioxydants en faveur des ROS (Belaid & Sbartai, 2021). Le stress oxydatif est la source
des maladies chroniques et la conséquence de la présence trop importante des radicaux libres
dans le corps. Des découvertes récentes suggerent que les symptdmes toxiques induits par
certains pesticides, qui sont a l'origine de I'accumulation de produits de peroxydation lipidique
et causé des dommages dans certains les composants de la membrane cellulaire, en particulier
dans le foie, les reins, le cerveau, pourraient étre associés a l'augmentation des especes

réactives de I'oxygene (Erdemli et al., 2020).

Malgré le mode d’action spécifique, il a été démontré que les pesticides diamides
anthraniliques provoquent une toxicité lorsqu'ils s'accumulent dans les organes du corps chez
les mammiferes. D’apres les résultats obtenus de cette étude, 1’exposition des animaux au
pesticide présente un déséquilibre du statut redox tant cytosolique dans le cerveau et le foie en
cause le stress oxydatif défi par une baisse du capacité antioxydant. Ces résultats sont en
accord avec les travaux chez les animaux exposé aux plusieurs pesticides tels que les
néonicotinoides (Devan et al., 2015; Ngoula et al.,, 2018) ; les organophosphorés
(Pourbabaki et al., 2020) ; les pyrethrinoides ( Sajjad et al., 2019; Kong et al., 2021) ont
montré la stimulation des enzymes antioxydantes GSH, GPX, CAT et non enzymatiques
GSH, MDA et I’induction de la peroxydation lipidique. Le GSH est un tripeptide contenant
une cystéine dans sa structure qui peut éliminer directement les radicaux libres ou agir comme
substrat pour la glutathion S-transférase lors de la détoxification du peroxyde d'hydrogéne, de
I'nydroperoxyde lipidique et des composes électrophiles et connu pour étre un élément de la
premiére ligne de défense contre le stress, certains des réles importants du glutathion sont la
réduction ou l'inactivation des ROS dans la formation de disulfure de glutathion (GSSG) et la
conjugaison du glutathion réduit (GSH) pour I'¢limination des xénobiotiques (Gasmi et al.,
2016; Marzban et al., 2020). Les résultats obtenus de 1’évaluation des niveau du GSH tant
dans le cytosol aprés I’exposition chronique des animaux au pesticide, ont présenté une

diminution significative dans les organes ; foie et cerveau du rat.
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D'autre part, la diminution de la teneur en GSH dans le foie des rats traités par I’Exirel au
dose 0.1mg/kg/j de poids corporel démontrer les conditions oxydantes dans les tissu causé par
I’Exirel, le foie est identifié comme un organe genérateur de GSH qui travaille sur la
protection contre le dysfonctionnement hépatique par deux manieres : en tant que substrat de
GPx, le GSH sert a réduire une grande variété d'hydroperoxydes avant qu'ils n'attaquent les
lipides insaturés ou ne convertissent les hydroperoxydes lipidiques déja formés en les
composés hydroxy ; aussi en tant que substrat de la glutathion-S-transférase, il permet au foie
de détoxifier les composés étrangers ou leurs métabolites et d'excréter les produits, de
préférence dans la bile (Mishra & Srivastava, 2015). En outre aprés 1’exposition les rats par
diazinon en provoque une diminution des niveaux du GSH dans le foie peut étre s'expliquer
soit par une forte Utilisation du GSH pour la conjugaison et/ou par le participation du GSH en
tant qu'antioxydant dans la neutralisation radicaux libres généré par le pesticide (Messarah et
al., 2013). Ces résultats ont été corrélés avec les recherches précédents qui travaillé avec
d’autres pesticides (Verma et al., 2007; Astiz et al., 2009; Ojha & Srivastava, 2012;
Adeyemi, 2021).

Dans le cerveau, le taux du GSH encéphalique a diminué de maniéere dose-effet et
significative (p< 0,001) chez les rats traités par Exirel (0,025 mg/kg/j, 0,05 mg/kg/j, 0,075
mg/kg/j, 0,1 mg/kg /d) par rapport aux témoins pendant 90 jours de traitement. Ces résultats
sont cohérents avec des recherches antérieurs ( Mohammadzadeh et al., 2018; Abdel-Daim
et al., 2020a; Ahmed et al., 2021) qui a trouveé une diminution des taux de GSH dans le
cerveau des rats par différents pesticides (Malathion et Deltaméthrine ). La diminution en
raison de l'augmentation des superoxydes et des radicaux libres. Les résultats d'une étude sur
la toxicité de l'insecticide acétamipride chez des rats males albinos ont montré une diminution
significative du GSH dans le cerveau en raison de niveaux élevés de superoxyde et de
radicaux libres (le GSH est converti en GSSG) (glutathion oxydé) (Gasmi et al., 2016). Une
autre étude a montré que le glutathion et le travail enzymatique liés au glutathion en
combinaison pour capturer les radicaux libres tels que les espéces réactives de I'oxygene
(ROS) et/ou neutraliser leur effet oxydant toxique, Une fois que le stress oxydant chronique a
attaque certains tissus, comme propose dans la toxicité par les pesticides, ce provoquerait des
changements de tampon en augmentant considérablement les niveaux de GSSG en raison de
I'incapacité des cellules a restaurer efficacement le GSSG en GSH comme d'habitude. Ainsi,
le ratio GSH/GSSG diminuerait également ( Ncir et al., 2020; Jusup et al., 2021).
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La premiére ligne de défense contre le stress oxydatif est constituée des l'enzymes
antioxydants GPx, CAT qui transforme les anions superoxydes en peroxyde d’hydrogéne puis
en eau et oxygene moléculaire (Yonar, 2018). L’analyse des résultats montrent une
diminution trés hautement significative (p< 0,001) de I’activité enzymatique de GPx dans les
organes ; foie et le cerveau aprés I’exposition au 1’Exirel dans tous les doses chez les rats
pendant 3mois cette diminution pourrait étre une conséquence de la effet de la génération de
ROS induite par I’Exirel sur les enzymes dans le foie. La premiere réponse a la production de
radicaux libres est I'augmentation des niveaux d'enzymes antioxydants pour éliminer les ROS,
mais lorsque les agents stressants persistent, une diminution du niveau d'enzymes a été
signalée ces résultats sont accord avec I’étude de (Gabbianelli et al., 2013) ont montré une
diminution de I’activité enzymatique de GPx dans le foie apres I’exposition par perméthrine.
(Chabane et al., 2020) ont rapporté que la baisse de ’activité enzymatique de GPx hépatique
a cause de I’inhibition directe des enzymes par méthomyl (insecticide de la famille des
carbamates), et/ou déplétion des substrats enzymatiques et la régulation négative de la
transcription et les processus de traduction, il a également été ont signalé que les niveaux
d'antioxydants réduit observés lors d'une exposition prolongée aux pesticides sont dus a leur
utilisation continue pour le nettoyage des ROS. Ce résultats sont accord avec d’autres
recherche récente sur plusieurs pesticides (Khan, 2006; Ozden et al., 2013; Aroonvilairat et
al., 2015; Wang et al., 2017; Fountoucidou et al., 2019). D’autres part nos résultats sont
opposés a une autre étude (Kammoun et al., 2019) ont montré une augmentation de I’activité
enzymatique de GPx hépatique apres 1’exposition par le thiaclopride (insecticide organochloré
de la classe des néonicotinoides), on peut suggérer que l'amélioration de la défense
antioxydante est une réponse normale pour augmenter le processus de détoxification dans le
foie.

Le traitement d’Exirel a des rats wistar a entrainé une diminution trés importante (p<
0,001) de I’activité enzymatique de la glutathione peroxidase (GPx) dans le cerveau pour
toutes les concentrations testées contre des rats témoins. GPx parmi les enzymes
antioxydantes qui contrélent la teneur en ROS (qui convertit H202 en oxygene et en eau mais
aussi en oxydation des hydropéroxydes d’acides gras insaturés) et assure les cellules contre

les altérations par des doses toxiques causé par les pesticides (Gasmi et al., 2016).
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D’aprés nos résultats, I’accumulation de la teneur en peut entrainer une diminution de
I’activité enzymatique de la GPx cérébrale chez les rats traités a I’Exirel, en raison de la
surproduction de peroxyde d’hydrogéne. et comme capacité antioxydante dépassée aprés une
exposition a des insecticides diamides ROS (Fetoui et al., 2008; Gabbianelli et al., 2013;
Cui et al., 2017). Des études antérieures portant sur la toxicité de divers insecticides comme
le malathion et les chlorpyrifors (Yonar, 2018; Abdel-Daim et al., 2020) ont révélé une
diminution de I’activité enzymatique (GPx) résultats de 1’épuisement des mécanismes de
défense cellulaire antioxydants contre la ROS générée par ces pesticides ainsi que la
biotransformation (Malathion) catalysé par les cytochromes P450 a donné lieu a des
concentrations importantes de ROS qui peuvent dépasser la neutralisation des enzymes
antioxydants endogénes. Aussi d’autre recherche dans le sens opposé de notre résultats de
(Topal et al., 2017) entraine une augmentation de 1’activité du GPx causé par le stress
oxydatif, cette situation pourrait refléter une adaptation aux conditions oxydatives apres
I’exposition chimique des animaux aussi le systeme antioxydant peut étre stimulé, en raison
de la génération excessive de peroxydes.

Les glutathion transférases (GST) est également impliquée dans la diminution des
altérations causé par les xénobiotiques dans les différents organes. Elle représentent une
grande famille des enzymes multifonctionnelles impliquées dans la détoxification cellulaire
de plusieurs composés endogénes et exogenes qui catalysent la réaction du groupe sulfydryle
du tripeptide glutathion de divers xénobiotiques. Ce groupe sulfydryle réagit avec les sites
électrophiles sur les xénobiotiques, conduisant a la formation de conjugués qui sont plus
facilement excrétés et généralement moins toxiques que l'insecticide parent, aussi l'activité
enzymatique antioxydants peut étre induite par une faible concentrations de polluants et
dommages sous des concentration ( Tsuchida & Ranson, 2005; Kim et al., 2017;
Vrankovié, 2016). L’augmentation de l’activité enzymatique de GST hépatique dans la
présente étude de maniere significative chez les rats traités par les différents doses de 1I’Exirel,
cette augmentation expliqué par la détoxification de H,O, généré par I’Exirel ou par le
processus d'excrétion par conjugaison dans le cadre de la biotransformation de phase Il des
xénobiotiques (Narra, 2016) . Ces résultats vont dans le sens opposé avec d’autres travaux de
(Galler et al., 2020; Lozano-Paniagua et al., 2021; Taha et al., 2021; Tayemeh et al.,
2020) qui montrent une diminution de I’activité enzymatique de GST dans le foic aprés
I’exposition par divers pesticides (chlorpyrifos, cyperméthrine et imidaclopride..ect) cette

réduction pourrait étre une interaction directe de pesticide avec cette enzyme, D’autres part la
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peroxydation lipidique augmentée et représentée par les niveaux accrus du MDA par

I'induction de radicaux libres chez les rats traités par ce pesticide.

Pour les besoins de notre étude, l'activité de cette enzyme (GST) a été mesurée dans
des cellules cérébrales aprés un stress induit par Exirel. Une augmentation tres significative
(p< 0,001) de I’activité enzymatique cytosolique de GST chez les rats traités par Exirel a
différentes concentrations (0,025 mg/kg/j, 0,05 mg/kg/j, 0,075 mg/kg/j, 0,1 mg/kg/j), les
résultats de notre étude Suite a des études antérieures chez le verre terrestre et les poissons, les
rats (Gasmi et al., 2016; Yonar, 2018; Qiao et al., 2019; Belaid & Sbartai, 2021; Cupi¢
Miladinovi¢ et al., 2021) qui ont révélé que lI'exposition a la famille des Xénobiotiques tels
que le CPF et le Malathion, la deltamithrine peut induire une augmentation de l'activité
cytosolique de la GST, L'activité de la GST induite peut illustrer le réle de cette enzyme dans
la protection contre la toxicité de la peroxydation lipidique induits par les xénobiotiques
expliquaient également les niveaux élevés de concentration de xénobiotiques présents dans
I'environnement ou l'induction de stress oxydatif provoquant une augmentation de la
production de ROS, Ces explications probables peuvent indiquer que le diamide testé induit
un stress oxydatif. Le mécanisme de corrélation d'Exirel avec la CAT reste mal compris ;
cependant, les informations sur les effets des diamides tels que I'Exirel sur les biomarqueurs
sont restées limitées aux organismes aquatiques et aux ravageurs (Jaiswal et al., 2013; Cui et
al., 2017; Qiao et al., 2019).

L'enzyme catalase du systéeme antioxydant endogene neutralise directement les ROS
localisés principalement dans le peroxysome qui catalyse la réduction des teneurs élevées en
oxygene H202 et en eau, empéchant ainsi les dommages oxydatifs au niveau du peroxysome.
En effet, la catalase est considérée comme l'un des principaux biomarqueurs sensibles du
stress oxydatif induit par la pollution chimique influencant I'environnement ( Gasmi et al.,
2016, 2017; Abdel-Daim et al., 2020b; Belaid & Sbartai, 2021; Ceylan et al., 2021).

Les résultats de notre expérience ont montré une diminution trés hautement
significative de la catalase cytosolique cérébrale ceci pour toutes les concentrations testées de
diamide Exirel par rapport aux témoins. Ce résultat a indiqué qu’ 'Exirel peut provoquer une
augmentation de H,O, donc un état de stress oxydatif également cette diminution liée a une
production excessive de ROS causée par Exirel qui a altéré la capacité a supprimer les deux
enzymes (CAT et SOD) ces résultats conformément aux tests de (Gasmi et al., 2016) sur des
rats qui aprés 90 jours de traitement induit une diminution de l'activité enzymatique de la

catalase (Kong et al., 2021) sur des poissons exposés a Del aprés 28 j ont montré une
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diminution de l'activité de la catalase, et (Qiao et al., 2019) sur les vers de terre ont été
exposés au cyantraniliprole pendant 7 et 14 jours provoque également une diminution de
I'activité et de I'enzyme. D'autres auteurs ont révélé dans des expeériences testées I'effet de
certains types de pesticides sur les cailles (Coturnix japonica) (Cupi¢ Miladinovié et al.,
2021) et Daphnia magna (Cui et al., 2017) ont montré une augmentation de l'activité
enzymatique de la catalase cérébrale, cette activité CAT élevée entraine une diminution de la
production de peroxyde dhydrogene (H.O,) dans les cellules et empéche la création de
dommages cellulaires oxydatifs peut également étre causée a un mécanisme de réparation
pour éliminer I'excés de H,O, lors d'une activité GPx réduite. D’autre part la diminution de
I’activité enzymatique de la catalase cérébrale peut étre indiquer la consommation de ces
enzymes lors de I'élimination des exceés de radicaux libres, principalement O,% et H,0,
produits en condition de stress oxydatif aussi l'activation de différents antioxydants des
enzymes telles que la superoxyde dismutase et la glutathion peroxydase (Docea et al., 2018;
Fouzai et al., 2020).

Les pesticides peuvent cause un stress oxydatif conduisant a la génération de radicaux
libres et a la peroxydation des lipides en tant que mécanisme moléculaire, c'est I'étape initiale
des dommages a la membrane cellulaire induit par les pro-oxydants et les xénobiotiques. Il est
considéré comme un indicateur des dommages oxydatifs des composants cellulaires (Kaur &
Jindal, 2017). Le malondialdéhyde (MDA) est lI'un des principaux produit d'oxydation
lipidique secondaire de polyinsaturés les acides gras, qui est le produit final de peroxydation
lipidique et conduit a une perte de fonction cellulaire sous stress oxydatif peut affecter
directement I'ADN (Slaninova et al., 2009; Topal et al., 2017). L’analyse de nos résultats
montrent une augmentation tres hautement significative (p <0.001) de taux de MDA dans le
foie et le cerveau de I'animal traité a la I’Exirel (0.025mg/kg/j ; 0.050mg/kg/j ; 0.075mg/kg/j ;
0.1mg/kg/j), Cette élévation peut étre la conséquence d'une peroxydation lipidique accrue,
probablement due au composant de ce pesticide au niveau hépatique et cérébrale (Ajiboye,
2010).

D’autre études montré que I’exposition des rats par Le dichlorvos et la deltaméthrine sont
les organophosphorés et les pesticides pyréthroides entré une augmentations significatives des
niveaux de MDA ainsi, les lipides peuvent étre les cibles sensibles a la fois du pesticides
expliquée par l'induction des radicaux libres dans les rats traité par ces pesticides (Wu et al.,
2014; Xu et al., 2015; Sebti & Leghouchi, 2021).

Les résultats de cette étude étaient cohérents avec des recherches antérieures sur différents
pesticides ( Devan et al., 2015; Abdel-Daim et al., 2020b; Ahmed et al., 2021;
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Mohammadzadeh et al., 2018) ont rapporté que le malathion augmente la peroxydation
lipidique dans tissus cérébraux, cette augmentation peut s'expliquer par la production plus
élevée d'espéces réactives d'oxygene et d'azote, de plus l'augmentation des niveaux de MDA
peut étre la conséquence de l'inhibition des enzymes antioxydantes par les radicaux libres
induits par les pesticides. Une autre étude sur des rats a montré que le chlorpyrifos provoque
une peroxydation lipidique en provoquant une surproduction de MDA (Ceylan et al., 2021),
I'élévation de la peroxydation lipidique par I'effet des pesticides est trés préoccupante pour
tous les tissus comme les tissus nerveux qui peuvent provoquer la destruction de la fonction
barriere membranaire a la lyse cellulaire et enfin a la mort cellulaire car la peroxydation
lipidique elle a pour effet la réduction de la fluidité et l'augmentation de la perméabilité
ionique de la membrane qui joue un role essentiel dans le métabolisme énergétique et la

conduction neuronale (Devan et al., 2015).

3.5. Effets de ’Exirel (Cyantraniliprole) sur la neurotransmission cérebrale

L'AChE est une enzyme associée a la membrane qui est essentielle a la catalyse de
I'nydrolyse du neurotransmetteur acétylcholine en choline et en acide acétique. Il facilite la
transmission de l'influx nerveux, ce qui aide a ramener les neurones cholinergiques actifs a
leur état de repos (Jaiswal et al., 2013). Apres une exposition chronique aux xénobiotiques
environnementaux a des doses déterminées pouvant endommager les fonctions cérébrales et
perturber I'apprentissage et la mémorisation de I'organisme animal, les neurotransmetteurs
font partie des molécules neuronales susceptibles d'étre altérées par le stress oxydatif en
déclenchant des troubles  neurocomportementaux.  L'acétylcholine  parmi les
neurotransmetteurs qui surveillent le mouvement, la diminution de ce dernier provoque des
troubles de la contraction musculaire, des pertes de mémoire, une faible concentration. Ce
neuromédiateur est dégradé par l'acétylcholine estérase (AchE) au niveau de la fente

synaptique en deux molécules : I'acétate et la choline (Gasmi, 2020).

Les études des effets toxiques des diamides comme I'Exirel sur les neurotransmetteurs
sont restées limitées aux mammiferes. L'activité AchE qui a montré une diminution
significative dans le cerveau aprés administration d'Exirel a plusieurs concentrations (0,025
mg/kg/j, 0,05 mg/kg/j, 0,075 mg/kg/j, 0,1 mg/kg/j) par voie orale pendant 90 jours chez les
rats, cette diminution significative observée dans les lots traités avec des doses (0,075 mg/
kg/j, 0,1 mg/kg/j) mais les deux lots restent (0,025 mg/kg/j, 0,05 mg/kg/j) il y a eu une

diminution non significative par rapport aux témoins, les résultats de cette étude étaient
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cohérents avec des recherches antérieures (Devan et al., 2015; Mie et al., 2018; Gasmi et al.,
2019; Abdel-Daim et al., 2020b; Cupi¢ Miladinovié¢ et al., 2021; Ucar et al., 2021) ont
révelé que l'inhibition de l'activité de I'AChE est un indicateur de neurotoxicité dans
I'exposition chronique induite par divers pesticides tels que le malathion et I'imidaclopride, le
chlorpyrifos chez les rats, les souris et les poissons. Une autre étude sur les pesticides
organophosphorés (OP) a montré qu'une exposition chronique aux OP provoque une
inhibition prolongée de I'AChE est par conséquent I'apparition d'anxiété et de dépression, une
dégénérescence neurofibrillaire qui est responsable de plusieurs maladies neurologiques, dont
la maladie de Parkinson, des convulsions, la dépression et la maladie d'Alzheimer
(Farkhondeh et al., 2020), la diminution de I'ACHE pourrait moduler l'activité motrice, la
capacité d'apprentissage et la mémoire (Lahouel et al., 2016) Des études sur I'OP et les
carbamates ont montré que l'exposition au carbaryl (5 ou 20 mg/kg) provoque une diminution
significative de l'activité de I'AChE par rapport aux témoins (Lee et al., 2015), nos résultats
sont donc cohérents avec notre étude précédente sur le comportement du rat.

En outre, L'inhibition de I'AChE par les pesticides pourrait étre associée a un
comportement dépressif, car I'exposition aux pesticides affecte principalement le systéeme
cholinergique. Par conséquent, des sautes d'humeur sont souvent observées aprés une
intoxication, de nombreuses études ont rapporté une association entre la stimulation de la
transmission cholinergique et des comportements dépressifs, ou différents systemes de
neurotransmetteurs semblent étre impliqués dans les comportements liés a lI'anxiété et a la

dépression (Pinto Savall et al., 2021).

3.6. Effets de I’Exirel (Cyantraniliprole) sur le neuro-comportement des animaux

Il s'agit du premier travail a étudier l'effet de I'Exirel (cyantraniliprole) sur le
comportement des rats a différentes concentrations en les exposant a de multiples tests, en
sauvegardant des valeurs standard pour de futures études. L'ensemble des tests
comportementaux sur les animaux présente une approche principale pour renforcer notre
compréhension de la structure et de la fonction du cerveau. Les tests comportementaux jouent
un réle central dans la compréhension des effets comportementaux (Giimiis et al., 2018). Le
test du labyrinthe classique est I'un des modeles de comportement les plus essentiels pour la

mémoire et l'anxiété d'apprentissage (Haouli et al., 2019).

Concernant le test classique du labyrinthe, les résultats obtenus dans cette étude
montrent qu'une exposition orale répétée a Exirel a différentes doses (0,025 mg/kg/j, 0,05
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mg/kg/j, 0,075 mg/kg/j, 0,1 mg/kg/j ) entraine une augmentation du temps d'arrivée et du
temps passé et une diminution trés significative du temps d'exploration dans le milieu chez les
rats traités par I’Exirel par rapport aux rats témoins, ce changement de comportement
explique les émotions négatives comme la perte d'apprentissage et la mémorisation augmente
également l'anxiété (Gasmi et al., 2016). L'anxiété est I'un des troubles qui affecte un grand
nombre de population, ce qui conduit a des perturbations de I'équilibre physiologique de
I'organisme tels que les systémes nerveux, endocrinien... (Guedri et al., 2017). Ces résultats
sont en accord avec des travaux récents (Gasmi et al., 2016) suite a une exposition chronique
de rats wistar au pesticide deltaméthrine (0,32 mg/kg/j) qui provoque une forte diminution de
la mémoire et une augmentation de I'anxiété. De plus, I'apparition d'anxiété et de troubles de
I'activité locomotrice et de la mémorisation peuvent s'illustrer par des modifications des
systemes de neurotransmetteurs (glutaminergiques, gabaérogiques, sérotoninergiques et
dopaminergiques) (Samih & Ahami, 2019), ainsi l'apprentissage et la mémoire sont
largement affectés par le stress généré par ces pesticides tels que I'Exirel. Les expériences de
stress aigue ou chronique peuvent étre plus importantes pour les déficiences de la mémoire

que les cas non stressants ( Sergievich et al., 2020; Ghasemnejad-Berenji et al., 2021).

Pour le test Open enregistrer une augmentation trés significative de Il'activité
locomotrice des rats en périphérie et une diminution tres significative de l'activité des rats au
centre une augmentation du temps dimmobilité de fagon trés significative pendant 10min par
rapport aux rats témoins. Ce changement a montré que les doses les plus faibles d'Exirel
provoquent un comportement dépressif (Rodrigues et al., 2010) via une augmentation de

I'anxiété, de la nervosité, de la peur et de la perte de mémoire et de l'incapacité a penser...

Les ROS, ainsi que l'apparition de troubles des flexibilités neuronales dans le cerveau
perturbent la mémoire, l'apprentissage et la locomotion chez le rat ( Porsolt et al., 1978;
Chiba et al., 2012; Guedri et al., 2017) déja cité. Autre étude des effets du traitement au
Malathion pour mesurer les comportements anxieux et dépressifs cette étude a révélé que
I'administration de doses répetées de Malathion Modifiait I'activité locomotrice chez le rat
lors du test en plein champ, donc altération motrice suite a une exposition chronique au
Malathion (Assini et al., 2005). D'aprés ces études, I'exposition chronique a des pesticides
comme [I'Exirel induit une neurostimulation qui perturbe la locomotion, la mémoire et
I'apprentissage (Ghasemnejad-Berenji et al., 2021). Selon (Refes et al., 2021), les rats

exposés a l'abamectine présentaient une dépression, ce qui signifie une diminution tres
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significative des paramétres du test (distance parcourue et temps passé dans la zone

périphérique).

En ce qui concerne le test de reconnaissance d'objets (NOR), Field permet I'évaluation
de la mémoire de reconnaissance et I'estimation de I'état cognitif de I'animal en mesurant le
temps passé/dédié a un nouvel objet présenté a l'animal par rapport a celui dédié a un objet
familier (Bharatiya et al., 2020). Les sujets témoins explorant les deux objets de la méme
maniere, alors que ceux recevant I'Exirel montrent une diminution du temps de
fonctionnement pour les objets familiers et les nouveaux objets, ces résultats révelent que le
pesticide I'Exirel altere la mémoire spatiale et la reconnaissance et l'apprentissage des rats.
Dans une autre étude le traitement des souris par OP daizinon présente une Iégeére distinction
entre objets nouveaux et familiers lors du test de reconnaissance d'objets (NOR), dans ce
contexte de Iésions au niveau du cortex périrhinal et de I'nippocampe induit des changements
de comportement car ces dernieres régions jouent un rdle important dans la mémoire spatiale
et la reconnaissance des objets donc les dommages qui affectent ces régions du cerveau
provogquent moins de dommages de reconnaissance et de mémoire. De plus, I'exposition de
rats males Wistar a Exirel ou a des OP tels que le diazinon, le CPF et le parathion peut étre
due a une inhibition de l'activité de I'hippocampe entrainant un stress oxydatif et des réponses
inflammatoires (Raushan Husain, 1996; Marta & Biala, 2011; Sahay et al., 2011; Win-
Shwe et al., 2013).

Les études comportementales de modéles animaux sont d'une grande importance car elles
permettent la détection de différentes formes de neurotoxicité et joue un role essentiel central
dans la compréhension des effets neuro-développementaux et comportementaux a long terme,
Bien que les recherches sur le pesticide soient insuffisantes et trés limitées, elles ont fortement

affecté le comportement des rats en raison des résultats obtenus.
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3.7. Effets de ’Exirel (Cyantraniliprole) sur I’histologie de foie, le cerveau et le rein

Pendant ces deux décennies, la recherche toxicologique s’est concentrée sur 1’induction du
stress oxydant (SO) aprés exposition aux pesticides comme mécanisme possible de la toxicité.
En effet, le SO est le résultat des processus de multi-étapes causant par un déséquilibre dans
la balance entre les oxydants/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. L’examen des effets néfastes ou de leurs
conséquences en termes anatomopathologiques peuvent également constituer des outils
d’évaluation biologiques trés intéressants. Ainsi, I’examen histopathologique de lésions ou
d’altérations chez les rats peut conduire a 1’établissement d’un diagnostic. L'utilisation de
I'nistologie est donc suggérée comme outil supplémentaire pour surveiller I'impact des

polluants sur 1’état physiologique de I’animal (Anju Agrawal, 2010).

Dans la présente recherche 1’exposition sub-chronique au pesticide 1’Exirel
(Cyantraniliprole) par voie orale chez des rats males on provoquer des altérations tissulaires

au niveau du foie, reins, cerveau.

Sur le plan histoarchitecture hepatique les résultats obtenus apres 90 jours de traitement a
différentes concentrations de I’Exirel (cyantraniliprole) montrent une modifications
structurales par apport aux rats témoins. L’observation microscopique ont révélé 1’existence
de diverses lésions au niveau des tissus hépatiques des animaux traités d'une maniére
dépendante de la concentration par rapport aux groupes témoins, par la présence des
dilatations et de congestion des sinusoides et des veines Centro-lobulaires, et d’infiltrats
inflammatoire lympho-plasmocytaire, nécrose des hépatocytes. Des résultats comparables par
(Sevim et al., 2021) qui observé dans les tissus hépatiques une dégénérescence, une nécrose
des hépatocytes et une hyperémie sévére des vaisseaux parenchymateux apres 1’exposition
subchronique par aux néonicotinoides (acétamipride et l'imidaclopride) chez le rat. D’autre
recherche similaire par (Elzoghby et al., 2014). Suite a 1’exposition orale au malathion
montre une congestion du foie et une hémorragie vacuolisation des hépatocytes, nécrose,
infiltration de cellules mononucléées portales, dégénérescence hydropique diffuse, peut étre
due a la toxicité des insecticides diamides et les organophosphorés entraine des effets

négatifs sur de nombreux organes et systémes tels que le foie, les reins, systéme nerveux.
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Plusieurs recherches antérieurs sur divers pesticides tels que la cyperméthrine et la
perméthrine chez des rats male entraine changement de morphologie de foie on provoque de
graves altérations de la fonction des cellules hépatique par ainsi réduisant la taille des noyaux
et provoquant la dégénérescence hydropique des hépatocytes. En revanche, Au microscope,
une dose plus faible de cyperméthrine a produit désorganisation des lames hépatiques et une
dose plus élevée a produit une nécrose des cellules hépatiques, et une dilatation des sinusoides
avec des lames hépatiques fortement perturbées chez les rats males. Aussi un effet
hépatotoxique variable de la cyperméthrine chez le lapin, une dégénérescence graisseuse et
une nécrose des hépatocytes ont été observées suite a l'exposition d'animaux a plusieurs
heptotoxiques (Grewal et al., 2010; Aoiadni et al., 2021; Ivanovi¢ et al., 2021). En outre, le
traitement par CYP a induit un dommage hépatique important comme une nécrose
centrolobulaire intense, une hypertrophie cellulaire, une vacuolisation, une stéotose (Rehman
et al., 2021). Par conséquent, les effets déléteres de 1’Exirel (cyantraniliprole) sur le foie
méritent une connaissance scientifique puisque c’est un organe central dans le métabolisme et

la détoxification des xénobiotiques.

Ainsi, la présence de certains foyers de stéatose au niveau du foie du dernier lot (0,1.
mg/kg p.c ) est due a ’accumulation des graisses dans le foie qui est due au taux élevée
d’acides gras libérés a partir du tissu adipeux ou par les troubles de I’oxydation des
lipoprotéines et par I’augmentation de stress oxydatif (Ratziu et al., 2010). D’une manicre

générale les résultats obtenus montrent une toxicité de ce pesticides sur le foie.

Les reins, principaux organes de détoxification de nombreux xénobiotiques tels que les
pesticides qui péneétrent dans le systeme interne de l'animal a partir de l'environnement
externe et sont fréquemment sensibles aux effets néphrotoxiques (Arfat et al., 2014; Bassey
et al., 2014). Les changement histologiques dans les reins suite au traitement des rats par
I’Exirel (cyantraniliprole) aux différentes concentration traduit par la présence d’un infiltrat
inflammatoire lympho-plasmocytaire et désorganisation marquée du tubule rénal (RT) et
altération néphro-architecture sont signe d'une pathologie, ce qui explique que ce pesticide est
toxique sur le systéme urinaire comparant aux d’autre pesticide. les signes pathologiques
histologiques a été observés chez ces groupes sont une preuve évidente d'une néphrotoxicité

due au I’Exirel (cyantraniliprole).
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Les résultats observés sont conformes a (Grewal et al., 2010) qui ont signalé
dégenérescence du glomérule, des tubules rénaux ainsi qu'une infiltration de leucocytes une
nécrose glomerulaire et tubulaire chez les rats et les lapins aprés I’exposition au

cyperméthrine pendant 30 jours.

D’autre étude chez des animaux exposé au composeé néonicotinoide imidaclopride,
thiaméthoxame qui présentent un stress oxydatif et une inflammation dans les reins chez la
souris et le rat, se manifeste par une nécrose rénale, une congestion des vaisseaux rénaux et

une dégénérescence des cellules tubulaires (Khaldoun-Oularbi et al., 2017).

Les aspects histopathologiques des reins dans la présente étude ont également donné

un support supplémentaire a nos résultats.

Ces altérations des cellules affectent la fonction des neurones et peuvent contribuer a

un dysfonctionnement de ces régions et aussi de cet organe.

Le cerveau est l'organe le plus sensible aux dommages oxydatifs en raison de ses
propriétés biochimiques et physiologiques (Atamanalp et al., 2021) (Mahat et al., 2020;
Omotoso et al.,, 2020). Plusieurs pesticides peuvent cibler toutes les regions du cerveau
I'nippocampe, le striatum et le cortex qui impliqué dans la régulation de la mémoire et de la
fonction d'apprentissage. L’accumulation de ces pesticides dans le systéme nerveux induit des
maladies neurodégenérative tels que la maladie d'Alzheimer est une conséquence de la perte
de neurones, de la diminution de 1’activité d’Acétylcholinestérase (AchE) (Ahmed et al.,
2021).

Les insecticides néonicotinoides, pyréthroides et les organophosphorés pourraient
affecter le systéme nerveux en développement chez les humains et les animaux de laboratoire,
et considerée comme des facteurs causal dans différentes formes de neurotoxicité (Kabir et
al., 2021). Tandis que les effets neurotoxique de diamides anthraniliques ne pas encore
connus par les travaux précédents, par conséquent, d'autres travaux sont nécessaires pour
étudier les lésions cérébrales induites par 1’Exirel. Dans cette recherche Reflete les troubles
touchés du systéme nerveux des rats. Pour confirmer davantage les lésions cérébrales induites
par I'Exirel (cyantraniliprole) des altérations histopathologiques ont été étudiées, Selon les
résultats de cette étude l'exposition au I’Exirel (cyantraniliprole) a entrainé des effets
destructeurs sur les cellules cerébrales des rats traités par ce pesticide comparant aux rats

témoins.
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Ces changements ont également été observés avec des composés pyréthroides tel que
la cyperméthrine sur le statut antioxydant du cerveau chez les rats wistar males, I'exposition a
I'ACP révele de graves changements dégéneratifs dans le tissu cérébral (Atamanalp et al.,
2021). Ces résultats sont accords avec des recherches sur d’autres pesticides (Gasmi et al.,
2017; Ghasemnejad-Berenji et al., 2021; Ueda et al., 2021). En revanche, I'exposition au
TCS n'a pas produit daltération histopathologique évidente dans les tissus cérébraux du
poisson par rapport au témoin. Ces résultats pourrait étre due en partie a la faible
bioaccumulation de ce produit dans le cerveau et a une exposition relative a court terme au
TCS (Gyimah et al., 2020).

En résume, I'exposition subchronique a de faibles doses
(0,025mg/kg/j ;0.050mg/kg/j; 0.075mg/kg/j; 0.lmg/kg/j) de I’insecticide 1’Exirel
(Cyantraniliprole) sur un modéle in vivo basé sur les rats males wistar peut entrainer un
stress oxydatif dans le foie, rein et le cerveau, induit des troubles neurocomportementaux
accompagnés d'une augmentation du poids relatif du foie et une dimunition dans le cerveau
ausis de modifications des parametres biochimiques hépatiques, une hypoactivité de I'AChE
qui affecte le niveau normal d'acétylcholine (Ache) et donc diminue la capacité de ce
neuromédiateur a mémoriser (maladie d'Alzheimer). Provoque également des résultats de
stress dus a des niveaux accrus de ROS, & une activité GST accrue et peut induire une
peroxydation lipidique, comme indiqué par des niveaux élevés de MDA dans toutes les
concentrations de traitement évaluées. Un épuisement du systéeme de détoxification du
glutathion, une diminution de l'activité de la glutathion peroxydase dans les systémes
hépatiques et le systtme nerveux. En outre, des altérations hématologiques traduit par

I’estimation de certains biomarqueurs sanguins de la fonction hépatique et rénale.

Pour les observations microscopique, les concentrations de I’Exirel (cyantraniliprole)
provoque des altérations structurale au niveau de foie, le cerveau et les reins chez les rats

traités par rapport les rats témoins.
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Donc comme tous les pesticides, l'introduction de tels composés dans la chaine
alimentaire pourrait étre un danger pour les animaux et I'homme en raison soit des effets
cumulatifs toxiques, soit de l'induction de dommages aprés une exposition subchronique a de

faibles doses.

Malgré les recherches antérieures limitées sur la toxicité du nouveau insecticide
I’Exirel (cyantraniliprole) chez le rat males adultes, nous avons a travers notre étude, a
conclure que ce pesticide il a des effets toxique a faible dose sur les différents parametres

mentionnés.
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Conclusion et perspectives

En conclusion, nos résultats montrent dans un premiers temps que 1’administration de
nouvel insecticide 1’Exirel (cyantraniliprole) a différentes concentrations (0.025mg/kg/j ;
0.05mg/kg/j ; 0.075mg/kg/j ; 0.1mg/kg/j) de poids corporel par voie orale chez les rats méles
pendant 90 jours, a provoquée des effets hépatotoxiques, neurotoxiques, néphrotoxiques. A la
lumiere des résultats obtenus, on peut conclure que :

En ce qui concerne la croissance corporelle; nos résultats montrent:

*

+« Une augmentation non significative des poids relatifs des organes surtout le foie et le
cerveau.

En ce qui concerne les parameétres biochimiques hépatiques; nos résultats montrent:

%+ I’exposition au cyantraniliprole a différentes concentrations induit une augmentation de

taux des protéines hépatiques, une diminution de taux des lipides hépatiques (au contraire
une augmentation de taux MDA).

En ce qui concerne les tests neurocomportementaux; nos résultats montrent:

% Le gavage de cyantraniliprole a doses différents chez les rats males adultes a induit des
perturbations du comportement (test Open Field, test de Labyrinthe, test de

reconnaissance des objets) des rats.

En ce qui concerne les parameétres neurocomportementaux ; nos résultats montrent:

/7

% L’évaluation des paramétre de neurotransmutation (AchE) également montre une

perturbation trés claire aprés 1’administration chronique de cyantraniliprole.

En ce qui concerne ’étude des parameétres biochimiques; I’administration de cyantraniliprole

provoque : Le traitement par le cyantraniliprole induit :

/7

+ Une augmentation de la concentration sérique en glucose, créatinine, urée.
% Une augmentation de la concentration sérique des activités des enzymes seriques (TGO,

TGP et PAL), ce qui confirme 1’effet hépatotoxique et néphrotoxique de cyantraniliprole.
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En ce qui concerne ’étude de quelques parameétres du stress oxydatif; nos résultats montrent:

Le traitement par le cyantraniliprole provoque :

% Une augmentation hautement significative du taux de la peroxydation lipidique (MDA)
hépatique et cérébral ce qui montre I’effet peroxydatif de ce pesticide au niveau des

organes étudiés.

e

*

Une diminution de D’activité enzymatique de la glutathion peroxydase au niveau des

organes etudies.

RS

% Une augmentation de I’activité enzymatique de la glutathion — S — transférase.
% Une diminution de la concentration de la glutathion réduit (GSH), Ceci témoigne de 1’effet

oxydant de cyantraniliprole.

En ce qui concerne I'étude histologique :

¢+ Des lésions au niveau des tissus hépatiques des animaux traités d'une maniére dépendante
de la concentration par rapport aux groupes témoins, par la présence des dilatations et de
congestion des sinusoides et des veines Centro-lobulaires, et d’infiltrats inflammatoire

lympho-plasmocytaire, nécrose des hépatocytes.

X3

AS

Une altération structurale des reins qui est marquée par la présence d’un infiltrat
inflammatoire lympho-plasmocytaire et désorganisation marquée du tubule rénal (RT) et
altération néphro-architecture sont signe d'une pathologie.

% L’observation microscopique de cerveau chez les rats traités par le cyanraniliprole a
entrainé des effets destructeurs sur les cellules cérébrales des rats traités comparant aux

rats témoins.

Donc d’aprés cette recherche, les résidus de cyanraniliprole présente des risques de
toxicité a long terme surtout a doses (0,075mg/kg/j ; 0,1 mg/kg/j) , qui peuvent provoques des
effets néfastes sur le cerveau, foie, et reins de I'nomme. Les consommateurs peuvent limiter
encore leur ingestion de résidus de ce insecticide en pelant ou en lavant les fruits et les
légumes, ce qui permet également de réduire les dangers véhiculés par les aliments, et

notamment les bactéries nocives.
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Cette recherche est la premiére étude de l'insecticide Exirel chez le rat, et grace a nos
découvertes, nous avons découvert qu'il a des effets toxiques tres graves sur cerveau, foie et

les reins. A l'avenir, il serait souhaitable de développer cette recherche par :

v" Rechercher des biomarqueurs de maladies neurodégénératives comme la maladie
d'Alzheimer,

v' Déterminer les effets de métabolites finals (J9Z38) de la cyantraniliprole sur
I’organisme apres une exposition dans les mémes conditions expérimentales.

v" Quantification des cytochromes, paramétres enzymatiques des mitochondries comme
GPXm, SODm, GSTm...,

v Développer cette étude par le dosage des autres biomarqueurs par des autres
appareilles (HPLC, ELISA, ...).

v Etudier l'effet protecteur des antioxydants naturels (les huiles essentiels) contre la

toxicité induite par le cyantraniliprole chez le rat ou d'autres modeles expérimentaux.
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ANNEXES

1. Courbe d’étalonnage pour dosage des lipides

Tubes 1 2 3 4 5
Solutions mere de lipide (ul) 0 20 40 60 80
Solvant éther/chloroforme (pl) 100 80 60 40 20
Reactif SPV (ml) 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5

Graphique de la régression

C3 =0,0282857 + 0,0019843 C2

5=0,0096407 R-carré =987 % R-carré(ajust) =983 %

0.2

C3

0.1 —

0.0

0 10 20 30 40 50 60 70

c2

&0 a0 100

Tableau/Figure (A). Réalisation de courbe d’étalonnage pour le dosage des lipides
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2. Courbe d’étalonnage pour dosage des protéines

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution meére de I’Albumine (ul) 0 20 40 60 80 100
Eau distillé (ul) 100 80 60 40 20 0
Réactif BBC (ml) 4 4 4 4 4 4

Graphique de la régression

C1=-0,135857 + 0,0083971 C2

S =0,128382 R-carré = 88,2 % R-carré(ajust) = 853 %

os — L]

0e —

04 —
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02 —

o] 10 20 30 40 50 60 70 &80 a0 100
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Tableau/Figure (B). Réalisation de courbe d’étalonnage pour le dosage des protéines
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3. Matériels et appareils utilisée
Acétylcholine

GSH.

-H202.- Méthanol absolu.

-HC1.- Na2HPO4.

-Huile de tournesol.- Phénol.

-Mhéthanol. - Sodium phosphate dibasique.
ASS (Acide sulfosalicylique). - Eau distillée.
Nacl.- glucose

BHT (Butylhydroxytoluéne).- TBA.

BSA (Albumine sérum de boeuf). -TCA
CDNB.

Sodium phosphate monobasique.

-DTNB (I’acide 5-5’-dithio-bis-2-nitrobénzoique).

-EDTA (Acide éthyléne diamine tétracétique).
Tris.

éthanol.

Agitateur magnétique (WITEG).
Centrifugeuse (SELECTA).
Agitateur Vortex (THERMOS).
Centrifugeuse sigma 1-15.
Balance analytique

Etuve (HERAEUS).

Balance de précision (KERN).
pH metre.

vV V.V V V V V V VY

Y V¥V

A\

Becher.

Pipettes graduées.
Erlenmeyers.

Portoirs

Entonnoirs.

Papier d'aluminium.
Eprouvettes graduées.
Spatule.

Mortier + Pilon (Broyeur
manuel).

Tubes a essai.
Micropipettes de (10ul, 100ul,
200pl et 1000ul).
Tubes secs en verre et en
plastique.
Tubes eppondorf pour les
centrifugeuses sigma.
Verre de montre.

Cuve et micro cuve pour la
spectrophotométrie (en plastique
et en quartz).

Bain marie (MEMMERT).
Réfrigérateur.
Spectrophotometre (UV mini
1240, SHIMADZU).
Baro magnétique.

Pissette
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Neurobehavioral effect: and oxidative stress regeneration by Exirel pesticide
after low dose exposer in wistar rats
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ABSTRACT

Exsel o & iciond genctalion mthimihic dusmuds umeoduade hal his nddegical dllasicy gl miod poils ind can mduse
the lrmann of reacive aoppen species (ROE) The mam abjadive of this reearch = 0 udy he sralexisly of =
mvEnenaa Ganlunicml @ el el alls Easd eapumure ia ive concenbratens (00025 mghgd, 005 mgdgptd, 00T
mphpd 0.1 syl of ceal bsly wesght Gor 90 dans, T i Enermlialge, et is the Gl diresiad sudy o evaluate guslalsye
dlesid i eels whets Naites roiest ol the firam Wislar causs by Exirel. From éur reulis e Exind mdecad cxidalive dmage
characiariaad by a vesy highly sgnificnl doaeass n ghtabons kvel (G5H], md the scnaty of gletalleons pesomudss, and
cialiie m the bran companad W aatrols, oo te ol bl we observed ) marcs m 1he sarymalic achivaly af glalallons

a-tramalerase (L5T), (e MDA levd was wied a8 & mesure o hpd pomidabos (LA m o dse-dopenlenl masnc
Behivieral audiss conlunmyy sl Upen Fiell Labyningh and Chygecl Besognilion bssl, we redardad chingsi i the paach
behivaer of faki hal mndetal (heamsslve n asidy, disnpion of memary anl lamisg diobeos al be el of
acalybllinavicra: (AchE]) benn, We isiulli showel hal sxpoiens by Exirel indused damage and ires m i

Keymirids
Memmtoxicy; Exmel, Wistar Bats; Coddartive: Stress; babrriowr

Introduction

Posticides ars broad-spectrum substances nsed W agricalburs to provent. destroy and mitigate pests such as insect pests,
rodaents and other harmefil organisms. Today, pesticides poss 2 major risk toe lmem bealth and the wnvooment. the
offocts oo the sovooomant o fequenthy concermed the degradation of the gmbity of Sesh groundwater. Tha
confamiraticn of namre] smimonments and @ the reduction of el beodieerity. The tomc sfects of pesticides
on hursan boakh wxdarstand a variety of amas: some comstitesnfs can camie ITiating effect: oo the dkin, othars caz
infinemcs bvar or ing fonctions, some carncinogens and the mojoriy of pesticides are neeroboxic sspecially msecticides
[11] [25]. Amrng the sysbematic insecticidas evohed I recent year: diimide msecticides have become the fourth most
axplofied o the world [43]. Diamids compounds are the newr largs class of insecticides and 7t associste W group I8
of the mwde of action category of the Insecticide Resistancs Acton Commities (TRAC) [30]. And am rapidly changing
other msecticides wach as ormanophosphoms, pyrethmids, cartamates and meonicotinoids [13]. Act by acthating the
ramdine mcepiors (ByR) is @ oon-vokage-depsndent calcmm charme] located on the sodophbsmic eticalnm that
cootrols the misase of mirecelnbyr calicinme stompe necessary for the fonctioning of mmscle cells, which mdnces an
uncooirolled misase of calcinm ressnves that canses mmscle conmaction and parabysis and prometes death [47] [7].

Exirel balongs io Ciamides (mwodubbor of ryanoding recepion) i mamefsciored by the company Cupont de Memowrs
& Co., Inc., DuPomt Floctromic Products, 1513 Michols Eoad, Dayton OH 45418-2712, suggested to mgistar the
isecticide TuPont Fxirel of the new acttre comstiment which is c:.-ammj].iu'l:-h-:llli}g']'_] [3]- balongs to the family
of anthramilic dixmides and with the Sollowng chamcierstic proparties: the pame TTFAC 3-bromo-1-{3-chlom-2-
prridyl-4 -cyano-2 -methyl-6 ' - methrylcarbameyl jpyrazole- -carboxamilide {Ixternational Union -:-:I']:'m'u:l:l.ﬂ.whi-ﬂ
Chemmisiry) with an off-whdie porwedar color nor odor. The tocological mformartion base of Exirel {cyantramiliprola),
which comists mamby of foxicity sdies camied out in mis, mice md dog, 5 roed o detemine the tomcological
protle of Exinl (cyzamanilprels) and to defing the ridk to lnman. The insecticide TuPont Fximel (Cyantramilprola)
is am oral tomicant (LT50 = 5000 g kg bar) in rats and mice and less toxicity by the dermal and inhalation romse (LI
=5000 mg kg bw) in rats and ooice. 5000 mg'ikg w; 4-hour LC50 = 2400 mg / m3) [3].
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Amalytical methods are sailable to comtm] cpotanibprols esidees (IN-TRZ3E, TN-KIA0R, IN-FALS%) m prodocts
mch as pepper and coffs, tomato and benches of the mapes under vmdy. Based cm the resmits of the midk aswessment
EFSA found that the infake of residoes meuling fom the use of Eximel {cyantranitiprols), # i ikely that agricelinral
Practices poss a risk to conmmesr bealth throwegh the accurmbiton of residnes cver 2 lomg tiee [17] [15].

This mesearch aims to stedy the toadc effiects. of msecticids dinmide which & Fxinel { yantraniliprole) to evalmbe its
ghility to camse oxidative siress I rans white Ry rovnus of the Wistar soain 25 a bielogical model recanved Srom the
Pastowr [etitute of Algiars Algeriy are mochomnal momeeals kas been nsed in bohavioml biomedical mssarch and
toxicoiogy [16], we anabyed chronic tomcity (M duys) and svalestion crivaria that incnded hehaviond tests] Claical
Labryrinth Crpen Fiald, object meoomition tust], I‘lﬂ-lml'ﬂ.ﬂﬂ.-:-fm‘:.m activities amwag them the GEH kel that
plzvs 2 ok in antioxidant dafemne and Catalass 25 2 frst enryme xganst oxidathog stress, the 5T amd CPx then the
MDA the beomarker of Hpid peroxidation, also the amalysis of the seurotramemitier AchE.

Chemical and dose selection

The substance used in this study is Exirel an insecticide in the fpuly of anthranilic diamides {(C
HD Brcln O, CAS: 1392403-34-3), the active molanle denoting Cyaniraniliprols were obtzined
by el du pont Canads company agrnicaltural products. The chemical was dissolved in distilled
water before each expenment to obtain four concentrations (02025, 0.05, 0.075 and 0.1 mgz Eg/d)
prior to animeal handling.

Dioses were selected based on recent work; these doses are very close to reality and are likely to
contamminate the general popalation. [40] [17] [8].

Anirmals

30 white male rats Rarne Ramus of the Fisfar strain. weighime from 190z to 260z were obtained
from the Instimat de Pasteur Algeria (APA), rats are placed in the premises of the Faculty of Mamre
amd Life Sciences at Chikh Laarbi Tebessi University at a constant temperatre (25 2°C) under a
datly light cycle-12-hour darkness with free access to water and spedific food

Treatment Protocol

The rats were subjected to an adaptation period of 2 months, after this period the animals in summes
divided mio 5 groups contzins § rats each confrol group receives the distilled water caly, group
treated with 0.025 mgkz'd of Exire] (Cyaniraniliprole), sroup treated with (.05 mgke'd of Exrel
(Cyantraniliprole), sroup treated with 0.075 mekgd of Exirel (Cyvantraniliprols), group treated
with 0.1 mgkg/d of Exarel {Cyantramiliprole) (Table 1) by mouth for 80 days between 10.00 and
11.00, from these doses a volune of 100 ul of each prepared solution is administered o the animals,
1using & micropipetie. The treatment condiions are in accordance with international suidelines for
the protection of animals used for sclentific parposes.

htp Masnabsalrich i
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Table 1. Conceniration of Exire] adnunistered to the five experimental batches for the shady of

chronic toxicity
Lot " Identification = DeosemskeD  Administer volume
T ) Control ) ! " 100 ul distilled waser
A Treaty 0025 100 ul
B Treaty 0050 100 ul
C Treaty 0075 100 ul
D Treaty 0.100 100ul
Behavioral testing

Multiple behavioral tests can be usad to 2ssess learming, memory and anwiety, Behavior in Animal
Models (Classic Labyrinth Test Object Fecomnifion Test, and Open Field Test). All tests were
conducted dunng the sessions between 830 am. and 4 pm., for § days.

Classic Labyrinth Test

In order to assess the behavior of a stressful amimal exposed over a long period of tme and in very
emall quantities under pasticide-specific conditions Exirel (Cyanmaniliprole), The Classic Maze
Test (CLT) 1= a simple way to messure learming ability, memory and amdety. The CLT uses a
siare-shaped maze with a3 staring point and a stopping point. Once the anima] is wamed the
amimz] is allowed to see and explore the maze freely for 10 minutes. Meamwhile all the vemical
and horizontal movements of the animal m the maze are recorded. This 1s a very diffbcualt task
because it requires the amimal o remember the fastest path between the starting points and the end.
In cases where the maze is designed so that the animal only has to walk, it's pretty easy for healthy
rats, but for rats exposed to nevro-xenobiotic (drugs, pesticides), there will be dsturbances on their
way, We cleaned maze after each rat pass by ethanol at 10%a [23].

Crpen Field Test

This Open Field test is 3 measure of behamior was nsed to evaluate amdogemc activity, It is
charactenized by horizontal and vertical movements of animals in transparent glass bomx, square and
open (500=30=40cm) [54], with suroundng walls prevenfing escape [39]. The observaton of the
animals begins 3 few seconds affer the infroduction of the amimals into the observation cage It is
sed primarily to measure motor fimction, but also to assess anxiety. An anxious animal avoids the
centre of the field that 15 open, and stays at the nne road. Each mt was initially placed in one of the
four comers of the Open Field, with the head facing the comer. s behavior was observed for a
few minutes to measure the distance mavelled by the rats, between esach test the capge is cleanad
with 10%0 ethanol [54][25]-

Object Recognition Test (NOR)

The object recognition test 1s used to study declarstive memory in rodents. This task assesses the
ability of the raf to recopnize a new object relative to a familiar object in 2 kmown environment
(rodent’s nataral tendency to preferentially explore 3 new alement)

hetp Mamnibsaleh
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After 3 phasze of habitation 2t the arena, the rats are reated and placed in a box (40 40cm) and are
deposited two idenfical objects (D: 2 cm H: 4 an) the omes spent exploring each object are
recordad. Dunng the test phase the amimals are i the presence of 3 famuliar object (explored during
the traming phase) and a new object. An amimsal that does not have memory problems will spend
Its time explonng the new object Administration of an ammesiac substance will result in cognitive

Impainment during waming and 3 memory failare. During the test phase the animal will explore
the fannliar object as well as the new object, suggzesting that it has “forgotten” its traiming phase

[46].

Rat sacrifice and brain extraction

After the frestment period (90 days), the animals were killed by decapitation. Moreover, removed
the brains and ninsed by physiological water with sodium chloride (MMa C1 at 0.9%:) then weighed
with 2 scale and then kept at -B0°C for the determination of oxidative stress parameters such as
GEH MDA G5T, GPx, and CAT i cytosol and assay neuromansmmitiers such as AchE.

Evaluation of cxdative stress parameters

Eeduced glutatheone (-5H) measurement

The level of glutathione at the bramn level is quantfied using the method of [51] hased on the
measurement of the absorbance of 2-nitro-5-mercaphonc acid. 0 2ml of 0.25% sulfosalycilic acd
solution (55A), Cenmrifuge at 1000 mmsmin for 5 min Add 1 ml of mis-HCL+EDTA bufer
(0.02M), PH=0.6 then Mix and add 0.025 ml of 5.5 -dithio-bis-2-nitrobenzoic acid (DTHE) to
0.01M dissolved in absohate methanol, and read absorbance at 412 nm

Determimation of glutathione perondase (GPx)

The enzyme activity of GPx is measured by the method of [22], based on the reduction of ydrogen
peraxide (H202) in the presence of reduced ghefathione (G5H). A volone of 0.2ml of supernatant
15 recoverad in 3 fube contaming 0.4ml of 0. lmM G5H and 0 2ml of 008§ 7M phosphate buffer, pH
7.8. The mixtwe is incubated m a 25°C water bath for 05min 0. 2m] of H}O2 1 3mM is added
after 10mun 1ml of TCA 1% (m chloroacetic acid) is added and the mixtore is put in the ice for
30muin and cenfrifoged for 10nun at 3000t min. A volume of .48 ml of supematant is placed m &
tank to which s added 2 2ml of NaXHPO4 0.320M with 0.32ml of DNTE 1mM Absorbance 1=

measured af 412 om each 30 sac for 05min

Determination of glutathione 5-Transferase (G5T) activity

The measurement of glutathione S-Transferase (G5T) activity is determined using the [30] method.
It is based on the conjugation reacton between the GST and a substrate, the CDIE (1-Chlorol, 4
di nifrobenzene) The dosage comsists in reacting 200wl of the supernatant with 1.2 ml of the
mixfure COME (lmM), GSH (5 mM), The absorbence reading is performed for one mimte and
every 15 saconds at 2 wavelength of 340 nm.

Determination of Catalase enrvime activity (CAT)

Catalase activity (CAT) is performed using the method of [P]the decay of absorbance is recorded
for three nummes by a spectrophotometer for a wavelsngth of 240mm The reaction mixhre
contaims: 100l of the crude enzymatic exiract, 30l of bydrogen peroxide H2O2 at 0.3% and
2850yl of phosphate buffer (50 mM, pH 7.2), the reaction is inggered by the additon of hydrogen
peroxida.

htp Hamabsafmeh m
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Determination of Lipid Peroxidation

The product of malondialdelyde lipid perceddation (MDA) was measured by the method of [20]
the principle of MDA in acid and hot mednum with thiokarbitanc acid, fo form a pink pigment. In
cshort, 375l of supematant were mixed with 150p] of TBS solution and 375l of TCA-BHT
solution (TCA 20%, BHT 1%), after miving is Vortexad and centrifuged at 1000t min for 10min
and then sampled 400yl of the supernatant to which is added 30yl of HCL and 320yl of the mis-
TBA sohwion is then incubated in the bam marie at 80°C for 10mimates. The sbsorbance of the
supernatant was measured at 530 nm.

Determimation of acetylcholinesterase (ACKE) activity

Acetylcholimesterase (ACHE) acimify was messured using the method [19)to provide the enzyme
with 3 subsirate of acetylthiocholine, whose hydrolysis releases thiocholine and acefic acid. 100ul
of supernatant are added to 100l of DTHB (0L 1M, pH &) then 1ml of tris baifer (0 1M pH 7) after
Smin rest and add 100l of acetylthiocholine substrate affer reading at 412mm every 4min for
Hmoin

Diata Analysis

The results are obtamed from a single-criterion test present in form (SE = mean) and to befter
visualize the results obtained the graphic representation chosen 1= that of the histosrams using
Microsoft office 2013, The Graph Pad Prism (Version 7) software was used and 3 umidirectional
analysis of vanances (ANOVA) with a sipnificance rate of a < (L05.

Results

Behavioral study

the results of this study on behavioral testing of wistar rats after long -term Exarel exposure as shown
m Fig 01, 02, 03.
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Fip. ] Clompes in access tme and sxplomtion time of control and treated mis
(Classic Iabymnth tost) (n==§). Moan = 5EM (*P = 0.05; #*F = .01; *%*P < 0.001).

figure 01 shows a very highly significant meresse (pX0L000) n ame access and a very highly
cigmificant decrease in time exploration (p=0.000) of rats treated at different doses by Exirel
compared to control mats.

Open Field Test

Fizwe (2 shows a very significant decrease (p<2 0.000) in the mmiber of enfry into the cenfre of
treated rats compared to conols. However, statistical analysis showed 3 very significant incresse
(p<- 0.000) n the oumber of entenng the periphery of reated mis as confrols. A very highly
significant decrease m the member of cells crossed i treated rats compared to confrols. A very high
mcresse simificant (pe- 0.000) immobiliry tme in reated rats comparad to conmols.

14 E )

-
] = 3

f - -
T Fx . "1
Ty .
a I g 18 .
. .'i. - 1
] .
2

L

I ermivadl aren
]

Iri petiph e sl @28 a

- S
=
' B &
- . i
¥ ama E
ir ® ..
;- £,
- 6§
o o

Aardmiged O3 Cgr

[] conwsl [ 0.025mg/kg/d [l 0.05me/p/d [ 0o07smg/hgld ] 0.0emg/kg/d

Fig. 02 Vanation i Cpen Field test data in control and treated rats after ) days of teatmens
AICA BIPA CTHSM DTI

Object recogmifion test

Treated rats spent less time exploring the new organism than a family object, unlike confrol sroups
that did not remember the familiar object. The stagstical study shows that there is a very highly
sigmificant (p< 0.000) Fig 05.
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Fig. (3 Varation in Object recognition test data in contme] and oeated rats after 8 days of reamen

AchE Activity

The results in Figore 04 show a sipnificant decrease (p< 0.05). in AchE levels in the brains in
batches treated with Exirel at a dose of 0. lmzke/'d compared to controls.

However, there was a highly sismificant decrease (p< 0.01) in AchE levels in batches meated with
Exrel at a dose of 0075 meke'd compared with controls, whereas in the other groups (0025
make'd 0.05 mgkg'd) oo statistical significance compared controls.
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Evalnation of MDA levels

Figure 05 shows a very lighly sigmficant (p <20.000) mcrease m MDA levels in Exirel-reated rats
(0.025 mgkz'd 0.05 mgked 0075 mgke'd 0. 1mzkzd) compared to conirols.
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Evaluation of GSH level

According to Table 02 and Figure 06 Teatment of mits with Exirel at different doses (00025
mgke/d 0.05 mgked 0073 mekg'd 0. Imgke'd) results in a very highly significant decrease
(p < 0.000) in ghatathione levels ((G5H) in the brain compared to controls.
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Fig 6. Chamge of 35H kemls m the brain of contre] rats and mats treated with Exire] afier %0 days of testmant
Maan + SEM (*F < 0.0F; **F < 0.00; ***P < 0.001).

Evaluation of the enrymatic activity of GPx

Treatment of rats with Exarel at doses (0025 mgkzd 0.05 mekeg'd 0.075 mgkzd 0 Imzke/d)
causes A very highly sigmficant decrease (p < 0.000) m the enzyme activity of ghitathione
peraxidase (GPx) in all treated groups compared with the control zroups (Tab2, fig 07).
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ity
Meoan = SEM (*P < (.05; **F < 0.01; ***P < 0.001).
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Evaluation of the emrymafic activity of G5T

Table 02 and Figure 08 show the variation in enzymatic activity of G5T due to the administration
of Exirel. which causes 3 very highly simnificant increasa (p-10.000), observed in the treated zroups
0.025 mgke'd 0.05 maked 0075 megke'd 0. 1mgksd) compared control rats.

Evalnation of the enrymafic activity of catalase

Table 02 and Figure 09 show the enzymatic vanation of catalase in the brain, the results obtamed
chow a very highly simnificant decrease (p<l 0.000) of catalase in rats treated with Exirel (0025
meke/d 0.05 mgkzd 0.075 mgked 0. lmeke'd) compared to the control rats.
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Fip 08. Change of the G5T acraty i the brain of conirel rats and rats treated with Examl after 90 days of treatnent
Bfgam £ SEM (*F = 000, #4P < 0LO0; ##4 P < DUA0T)
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Maan £ SEM (*F < 0.0%; **F < 0.01; ***F = 0.001).

Table 2. Efect of Exirel on anfioxidant enryme activities in the brains of conrol and expenimental

rats after o0 days of treatment

Parameters Conirol 0.025meke/d | 0.05meke'd 0.075mek=d 0. 1lmzked
GEH TARSFLET | 250 15 | JITER =0 06 | 00 &8 =1 T8 *** | Bl 4f =1 Jg ++*
{umod mg pra)
GPX 18 =gar L1+ 945 =+ f23=Q a0 e L34 = i 0F ++* fL1d £ g #++
{ P ol e e o)
GET SET=0002 | ATTEQAIFH | QTEQQSH | O TF= QA0S | LB EJOLY A
{ P ol e e o)
CAT JAF=00 | JEIS=008% | IS0 008* | J48 =008+ | J2085=00F v+
{ P ol e e o)

Di .

Exirel Insecticide is an anthranilic dismide meecticide is a new class of meecticide used to control
msect pests m ot crops, the resulis of owr study show that Exirel cawses oxidative stress n male
wistar rats after chronic exposure. Char work to test the ability of this insecticide to induce oxadative
siress m male rats by toedcological study and is the Srst study by the Sact that few studies are
mferssted m the appearance of toxic effects of this msectcids on mammals,

Char results show that exposure to Exirel at different concentrations (00025 make'd 005 meked,
007> mekzd 0.1 mgke'd) for 90 days, conses several brain-level adverse effects by studying
behavioral enzyme paramesers.

Effects of Exirel on animal behavior

This 1s the first work to investigate the efect of exirel on the behavior of rats at different doses by
exposing them to mmalaple tests, saving standard values for fishare smadies. The sat of behavioral
tests on ammals presents 3 maim appreach to sTensthen our umderstanding of the bram stmachire
and fimction behavioral testimz plays a ceniral role in understanding neurpdevelopmental and
behavioral effects [29]. The classical labyrinth test 15 one of the most essenfial behavior patterns
for memory and learming anxiety [31].

About the classical labyrinth test, the results obtained in this study show that repeated oral exposure
to Exdrel at different doses (00025 maked. 005 meke'd 0075 meked 0.1 mzkz/d) canses an
mcTezse In amival ime and ame spent and 3 highly siznificant decrease m exploration time i the
medinm i rats freated with Exirel conpered to confrol rafs, this behaviors]l change explains
negative emodons like loss of leaming and memorization alse ncreases andety [26]. Amxiety is
one of the disorders that effect of a large mumber of population. which leads to distarbances of the
physiological balance of the body such as nervous, endocrine systems. . [28]. Thesa results are in
line with recant work [26] following chronic exposure of wizter rats by the pesticide daltamethrin
(0.32 maked) which causes 2 sharp decresse In memory and an increase in anxiety. In addition,
the omset of amdefy and disorders of locomotors activity and memonzation can dlustrate with
chanzes In newroiransmitier systems (Ehutaminermic, gabaerosc, serotonmerzc and dopaminersic)
[45]. 50 leaming and memory are largely affectad by the stress penerated by these pesticides such
as the Exarel Acafe or chromic siress experiences may be more sipnificant to memory deficiencies
than non-soessful cases [48] [27]. For the Open feld test, record a highly significant incresss in
the locomotors activity of rats in the peripheral and a highly sizmificant decrease in the actvity of
rats in the cenfer an imcrease in the tme of mmmobility m & way highly sigmuficant for 10nun
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compared to control rats. This change showed that the lowest doses of the Exirel canse depressive
behavior [49] througsh increased anwiety, nervounsness, fear and loss of memory and inabdlity to
think. . Previous studies have done a lot of research and found that the progressive ncrease of
mitochondrial ROS, as well as the onset of disorders of neural flexabilifies in the bram disturbs
memory, leaming and locomotion in rats [11] [42] [28] already cited. Other study of the effacts of
reatment with Malathion to measure anwety and depressive behaviors this smdy found that the
adminisiration of repeated doses of Malathion Modified locomotor activity in rats in the open Seld
test, thus motor alteration following chromic exposure by Malathion [4]. From these shadies, chromic
exposure of pesticides such as Exirel mduces nenrostinmilation that dismapts locomotion, memory
and leaming [27]. With respect to the object recognition (INOE) test, confrol subjects exploring
both objects in the same way, while those receiving the Exirel show a decrease in operafing fime
for famuliar objects and new objects, these resnlts reveal that the pesticide the Exire] alters spafial
memory and recognition and leaming of rats. In another stady the treatment of mice by OF daizinon
presents a shght distincton between new and familiar objects dunng the object recogmbon test
(INOR), mm this comtext of lesions af the perihinal cortex and hippocampus mduces behavioral
changzes becanse these latter regions play important roles in spatial memory and recommition of
objects therefore damagze that affects thess regions of the brain cases less recomifion and mermory
damage. In addition, exposure of Fauior male rats by Exirel or OPs such as diszmon CPF and
parathion mey be due to mhibition of activity in the hippecanpus resulting in oxidative stress and
imflammiatory responses [52] [3] [44].

Behanvioral testing also plays a central role in understanding nearo-developmental and long-term
behaviomsl effects, Although research on the pesticide is insufficient and very imited it has greatly
affected the behavior of rats due to the results obtained

Effect of Exirel on cmidative stress parameters

Tootic accidents due to pesticides cemainly associated the increase in the pensration of reactive
gpecies of oxygen at the level of the bram that causes mflammation. chromic and acue disesses
such as disbetes, neuropathology and cancer also Alzheimer's disease [38] [41]. The anficoddans
system recopnized as the first Ime of defense of the body against free radicals [32]. Glgsthione
(G5H) 15 a nop-enzymafic endogenous antoxidsnd present in the cyioplasm muclens and
mitochondrias with high cellular concentrations, and the frst defense against oxddative stress [2).
Several important roles of glutsthions are the redoction of ROS with the formation of glutathione
disulfide (G55H) and the conjuzation of GSH thus reduces the elimination of xencbiotic  [26]
Here, the concentradon of encephalic GSH decreased m dose- dependent and significant manmer
(p < 0.000) n Exirel treated rats (0.025 mgkg'd 0.05 mgkg'd 0.075 mgkgd 0.1 megkgd)
compared to controls during 90 days of treatment. These results are consistent with another stady
[37] 2] [1]which found a decresse in GSH levels in the brains of rats by different pesticides
(Mialathion snd Deltamethnin). The decrease becanse of the mcrease i super oxide and free
radicals. The decrease because of the increase in super oxide and free radicals. Bemlts of a study
on the toracity of acetamiprid insecticide in albino male rats showed a significant dacrease n G5H
in the brain due to high levels of super omide and fres mdicals (GSH is converted to G55G)
(oxidized glutathione) [26]. Another study showed that glutathione and enzymatic work bound to
ghatathione m combination to caphmre free radicals such &s reactive oxygen species (ROS) and'or
neuiralize their toxic oxidizing effect, Once chromic oxdative stress attacked some tissues, as
proposed in toxicity by pesticides, This would canse buffer changes by greatly increasing G55
levels doe to the insbility of cells to restore GS5G to GSH effectively as normal. Thus, the
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GEH'GRSG mto would zlso decrease [33]). The first line of defsnce againct ooddative stress
consists of the anficeddant enzyme GPx, CAT which fransform superocdde amons méo ydrogen
peroxide and then into water and molecular oxygen [53]. According to Table 02 and Fig. 02, the
treatment of wistar rats with Exirel reculted in 2 very highly sismificant decreass (p 0.000) in the
enzyme activity of ghitathions peroxidase (GPx) in the brain for all concentrations tested against
control rats. (Px among sntioxidsnt enrymes that control the content of ROS (whoch comverts
H2O2 mto oxyzen and water but also oxidagon of hydroperoxides of unsanwated fatty acids) and
ensures calls agamst alterations by toedc doses of danndes (Exirel) [24]. Based on our results, the
acoummlation of ROS content [13] may canse 3 decrease in the ensymatic activity of cersbiral GPx
In rafs treated with Exarel, due to overproduction of hydrogen peroxide [26] and as an excesded
anfioxidant capacity afier exposure to dismide insecticides [13]Previous studies that conducted
toxicity stadies on vamous nsecticides such as Malsthvon and chlorpyrifors [53] [1] reported that
decreased enzyme actvity (GPx) results from the depletion of anfiowidant cellular defense
mechanizms agzinst ROS generated by these pesticides also hotransformstion (Malathion)
catalyzed by cytochromes P450 resulted in sipnificant concenmatons of ROS that may exceed
peutralization of endogenows anfboxidant enzymes. (Autahione-5-iransferase (G5T) is a
mmitfinctionsl enzyme of 2 nmitzenic family present in all the body imvolved in the detoxdfication
of endozenow: (miracellular metabolites) and exogenous substances (dmgs, pesticides, heavy
metals. afc.), this enzyme plays a role in the conjuzaton of elactrophilic compounds integrated into
cell biotransformation [$3]. However, catalyzing the comjuzaton of G5H with certam substrates
has 2 phase in the formaton of less toxic and water-soluble components s step is the key to
metabolic detoedfication is followed by elimination [26] [6] and also imvolved in the defense agamst
oidative damaze and percoddants whose lipids and oucleic acids are the target [53].

For the purposes of our study, the activity of this enzyme (G5T) was measured in bram cells affer
siress induced by Exirel. Fig 3 and Tab 2 showed very significant cytosolic G5T enzyme activity
(- 0,000} in rats treated with Exirel at different concenmrations (0.023 mekeg'd 005 maked
0,075 mgkgd 0.1 mgked), the results of our smdy Following previous studies in land glass and
fich rats [53] [26] [6] [14] [43]which revealed that exposure to the Menobiotic family such as CPF
and Malathion deltamithnin may induce an increass i cytoselic acavity of G5T, The induced G5T
actity can ilustrate the role of this enzyme n protecting against the toxicity of lipid peroxidation
mduced by xencbiotic also explained the hizgh levels of concentration of xenobiotic preseat in the
avironment or the induction of stress oxidative cansing an increass in BOS producton, These
probable explanstions may indicate that the dianude fested mnduced ocddstive sfress. The
mechanism of comelaton of Exirel with CAT remain: poorly understood; however, information
on the effects of danudes such as Exirel on biomarkers has remained linvited to aquatic organdsms
and on pests [13] [43]. The enzyme catalase of the endogenous anfioxidant system direct to
neumalize the ROS localized mainly in the peroxysome that catalyzes the reduction of hizh H202
oyzen and water contents, thus preventing oxidative damage at the percosome leve] Indeed
catalzse is considered one of the main sensitive bicmarkers of oxadative siress mdnced by chemical
pellution influencng the environmens [10] [26] [6] [1]. The results of our expeniment showed 2
very highly significant dose-dependent decresse m bram cytosolic catslase dus for all tested
concenirations of diamide Exorel compared to controls. This result mdicated that Exiral may canse
an increase in H20Z2 so oxidatve sess state also this decrease related to excessive production of
ROS caused by Exirel which mipaired the ability to suppress both enmymes (CAT and S00) these
results in accordance with the tests of [26] on rats which after 90 days of treatment induces a
decrease in the enzymatic activity of catalase [34] on Ssh exposed to Del after 22 d showed a
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decrease in catalase activity, and [43]on eartrawvomns were exposed to cyantraniliprole for 7 and 14
davs also camses 3 decresse in activity of and enmyme. Other suthors revealad in experiments t2sted
the effect of certin types of pesticides on quail (Cohenix japonica) [14] and Daphmia masma [13]
chowed an increase m the enzymatic activity of the brain catalase, this lngh CAT activity results in
g decresse m the production of ydrogen percedde (HXO2) in cells and prevents the creation of
orcidative cellular damage also canbe camsad to a repair mechanism to remeone excass H20Z during
decreased GPx activity. Cell membranss contzin polymsaturated fatty acids that are sensitive to
the action of free radicals that trigger the perceddation of membrane lipids. Malondialdebyde
(MDA the final product of lipid perccddation (which are an indfial ceddation of 2 number of lipid
molecules) is used a5 4 marker to idenfify oxidative tssue damage cansed by pesticides [2] [15].
The cmrrent study showed that fighs. Table? restment with Exirel in four concentrations (0.025
meke'd 005 megkg'd 0075 maked 0.1 megke'd) very hishly sisnificantly increases the MDA
(lipid perceddation) level in rats treated in compenson confrols, The results of tis stody were
consistent with previous research on different pesticides [1] [37] hewve repored that malathion
mcreases lipid peroxadation in brain fissues this increase may be explamed by the higher producton
of reactive oxyzen and niTogen species. in addifion the increase in MDA level: may be the
consequence of mhibition of anfiorddant enzymes by pesticide-induced free madicals [2]. Another
study on rats showed that chlorpynfos causes hipid peroxidstion by cawsmg overproduction of
MDA (Ceylon T and al. 2021), the elevation of lipid peroxidation by the effect of pesticides is very
roubling for all dssues such as nervous tssues that can canse the destruction of the membrane
barrier fimction to cell lysis and finally to cell death becanse lipid peroxidation it has an effect the
reduction of Swidity and the increase of the jon permeability of the membrane which plays an
essenfizl role in energy metsbolism and neuronsl conduction [15]. After chromic exposure fo
avironmental xenobiotics in detenmined doses is able to damage brain fimctions and disnpt the
learning and memorizaton of the animal organism neurpTansmitiers is among the neuronal
molecules suscepible altered by omidative stress by meggenns peurobehsvioral disordars.
Acetyicholine among the neurotransmitter that monitor movement, the decrease m the lafter causes
disnobances in mmscle conracion memory loss, weak concenmation. This neurcmediator is
degraded by acetylcholine esterase (AchE) at the synaptic cleft into two molecules: acetate and
choline [24]. Smdies of the toxic effects of dianudes such as Exirel on newrotransmitiers remained
linuted to mannals, We notced the results of our study AchE actvity (Figld) which showed a
significant decrease in the brain after adnunistraton of Exirel at several concenfrations (0.023
meke'd 0.05 mgked 0075 meksd 0.1 meke'd) orally for 90 days in rats, this sigmificant
decrease observed n batches treated with doses (0.025 mgkz'd 0.075 mgkegd 0.1 mgkg'd) but
the two lots remain{0 025 me / kg / d, 0.05 mg / kg / d) there was a non-sigmificant decrease
compared to controls, the results of this smdy wers consistent with previous research [15] [37] [14]
have revealed that inlibition of ACHE actmvify 1= an indicator of nevrotoedcity i chronic exposure
mdaced by vanous pesticides such as Malathion and imddacloprid, chlorpyrifos in mats, mice and
fich Another smdy on organophosphoms pesticides (OF) showed that chromic axposure to OP
causes prolonged inhibiton of ACHE 15 consequently the appearance of anxiefy and depression,
neurofbrillary deseneration which responsible for several pewrological disesses mcluding
Parkinsom's Disesss, seimme:s. depression and Alzheimers diseaze [21], the decrease im ACHE
could modulate motor activity, leaming capacity and memory [33]. Stdies on OP and carbamates
chowed that exposuare to carbary (5 or 20 me'ke) canses a sismificant dacrease m ACKE activity
compared to controls [36], so our results are consistent with our previous study on rat behavior.
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Conclosion

In this research the toxic effacts of the novel msecticide Exdrel were imvestizated nsing several
biomarkers. Based on our results, the adnunistration of Exirel at different concentrations
(0.025meked 0.050mgksd 0.075mgksd 0.1lmgked) of body weight in adult male ras
mduced behaviowral disnobences (open feld test maze fest object recogmition test) &
bypoactivity of AChE which affects the normal level of acetylcholine (Ache) and therefore reduce
the capacity of thiz nenromediator inclnded memonzation (Alzheimer’s disease). Also canses stress
results fom meressed levels of ROS, increased GST activity and may induce lipid peroxidation,
as indicated by high levels of MDA in all oeatment concentrations assessed a depletion of the
ghatathione detorafication system 3 decrease m the activity of glutsthione peroeddase catalase.
Finally, this research foumd that Exirel increases the risk of chronic toedciny in male rats at certain
doses of the insecticide.

Limitations and Future Stadies

This research is the first study of the insecticide Exirel in rats, and through our findines we have
foumed that it has very serious toxic effects on the nervous and behavioral system. In fufure, it will
be desirable to develop this research by: Look for biomarkers of neurode penerative diseases such
as Alzheimer's, Cuanfification of cyfochromes, enzyme parameters of nutochondna such as GPyx
. G5Tx...., sady the protective effect of namral anfioxidants against tordcity induced by Exdrel in
rats or other experimental models.
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