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Résumé

Résume

L'Acétamipride est un insecticide synthétique a base de néonicotinoides, largement utilisé

en agriculture au niveau domestique contre de nombreuse variété d'insectes piqueur et suceur

Le présent travail consiste a I'évaluation de la néphrotoxiciteé de ACT et I'effet de I'extrait
Ocimum basilicum sur des rats et la variation de certains paraméetres biochimiques (protéine

glucides et lipides) d’une part, et d'autre part sur les paramétres de stress oxydant (GPx,MDA
et GSH).

Notre étude expérimentale a été réalisée sur 24 rats Wistar (la race Wistar) males apres
15jours d’adaptation.

Les rats répartis en trois Lot : Lot 1 (06 rats) témoin, Lot 2 (06 rats) traité par ACT (115
mg/kg/), Lot 3 (06 rats) traité par I'extrait Ocimum basilicum (400mg/Kg) et Lot4 (6rats) traite
par ACT (115mg/kg/) et I'extrait Ocimum basilicum (400mg/Kg) administré par voie orale
pendant 30 jours.

Les résultats obtenus, apres l'administration d’ACT montrent qu'il a provoqué une
augmentation non significative de poids corporel des rats traité par L 'Acétamipride par apport
les rats témoins.

Cette étude aussi montre une diminution non significative de taux de protéine et glucides, et
augmentation non significative de lipides, de plus la ACT a un effet globalement peroxydant.
Ceci est révélé par l'augmentation non significative du taux de glutathion réduit GSH et la
malondialdéhyde MDA et diminution non significative de I'activité enzymatique de Glutathion
peroxydase GPx par rapport aux témoins. L'ensemble de ces résultats sont des signes d'une

éventuelle néphrotoxicité d'ACT et probablement diminuer aprés l'utilisation de I'extrait
Ocimum basilicum.

Mots clés : Rats Wistar, Stress Oxydant, Néonicotinoides,L'Acétamipride, Ocimum basilicum
néphrotoxicité.



Abstract

Abstract

Acetamiprid is a synthetic néonicotinoid-based insecticide that is widely used in agriculture

at the local level to treat many conditions of biting and sucking insects..

The present work consists of evaluating the nephrotoxicity of ACT and the effect of extract
Ocimum basilicum on rats and varying some biochemical parameters (protein, carbohydrate

and lipid) on the one hand, and on the other hand based on oxidative stress parameters (GPX,
MDA and GSH).

Our experimental study was performed on 24 male rats (Wistar strain) after 15 days of
adaptation.

The mice were divided into three batches: Group 1 (06 rats) control, Group 2 (06 rats) treated
with ACT (115 mg/kg/), Group 3 (06 rats) treated with the extract Ocimum basilicum (400
mg/kg), group 4 (6 rats) treated with ACT (115 mg/kg/) and extract Ocimum basilicum (400
mg/kg) orally for 30 days.

Results obtained afteradministration of ACT showed that it caused a non-significant increase
in body weight in Acetamiprid-treated ret compared to control rats.

This study also showed a non-significant reduction in protein and carbohydrate levels, a non-
significant increase in fat, and an overall pro-oxidant effect. This was revealed by a non-
significant increase in the level of reduced glutathione GSH and malondialdehyde MDA and a
non-significant decrease in the enzymatic activity of glutathione peroxidase GPx compared to
controls. All of these findings are signs of potential nephrotoxicity of ACT and are likely to be
reduced after use of extract Ocimum basilicum.

Keywords: Wistar rats, Neonicotinoid, Acetamiprid, Ocimumbasilicum, nephrotoxicity.
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Liste des abréviations

Liste des abréviations

% : pourcentage

(DFG) ; Le débit de filtration glomérulaire
< Inférieur.

> : Supérieur.

° C: Le degré Celsius.

pl : microlitres.

ACT : Acétamipride

ADN : Acide désoxyribonucléique
AGPI : les acides gras poly-insaturés.
AO : agent oxydant.

BBC : le bleu brillant de commassie.
BSA : l'albumine de sérum de beeuf.

C : le carbone

Ca : Calcium.

CAT : le Catalase.

Cl : chlore

Cu : Cuivre.

DDT : Dichlorodiphényltrichloroéthane
DFG:le débit de filtration glomérulaire.
DL50 : la dose Iétale mediane
DTNB:Dystrobrevin beta
EDTA:éthylénediaminetétraacétique

ERO : les espaces réactives de 'oxygene.



Liste des abréviations

FAO : Food and Agriculture Organisation
Fe: le fer

g : gramme.

G : la guanine

GPx : la Glutathion peroxydase.

GSH:le Glutathion.

H : heure

H : I'hydrogeéne

H202 : peroxyde d’hydrogéne.

HCI: chlorure d'hydrogéne

IRM : imagerie par résonance magnétique.

K : Potassium.
Kg : kilogramme
L : litre.

MDA : le malondialdéhyle
Mg : Magnésium
Mg : milligramme
Min : minute.

MI : millilitre.
Mm : millimitre
Mn : Manganése.
N : Nitrogene

Na : Sodium.

nNAChR:Nicotinicacetylcholinereceptors.



Liste des abréviations

NaCl Chlorure de sodium

NADPH:Le nicotinamide adénine dinucléotide phosphate.
NaOH: I'hydroxyde de sodium

NH4 : l'ammonium

NNS : les néonécotinoide

NO*: l'oxyde nitrique.

02 : l'oxygene

O%*: le superoxyde.

02’ : I'anion superoxyde.

OC : les organochlorés

OH*: I'hydrolyse.

OMS : l'organisation mondiale de la santé
OP : les organophosphorés

PH : Potentiel hydrogéne

Prx : le peroxyredoxine.

R* : les radicaux libres.

SOD : superoxyde dismutase.

TBA : l'acide thiobarbiturique
TCA:l'acide trichloracétique

Tr : tours

Trx:lethioredoxine .

US_EPA:United Statesenvironmental Protection agency
XIX: 19°siécle

Zn : Zinc.
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Introduction

Introduction

Les pesticides constituent un enjeu important pour la qualité de notre alimentation et de
notre environnement car devenue une technique quasiment indispensable a la plupart des
pratiques agricoles quel que soit le niveau de développement du pays. Leur utilisation a

¢galement contribué a ’amélioration de la santé publique en luttant contre certains insectes
vecteurs de maladies (Ramade, 2005 ; Habes et al., 2013 ; Messiad et al., 2015).

Les pesticides, encore appelés produits phytosanitaires, sont des composés chimiques dotés
de propriétés toxicologiques, utilisés par les agriculteurs pour lutter contre les animaux ou les
plantes jugés nuisibles aux plantations, ces substances sont considérées comme la troisiéme
cause de pollution dans le monde (Multinger, 2005). Il est regroupé en trois grandes familles,

les herbicides, les insecticides et enfin les fongicides (Ehrmann, 2012).

Les néonicotinoides sont des analogues synthétiques de la nicotine, utilisée depuis des
siecles comme insecticide. Les néonicotinoides sont des neurotoxiques : leur cible est le

récepteur post-synaptique a I’acétylcholine dont le blocage induit paralysie et mort de I’insecte
(Thany, 2010).

Combinée aux propriétés de ces composés, a entrainé une contamination généralisée dessols
agricoles, des ressources en eau douce, des zones humides, de la végétation non ciblée et des
systémes marins estuariens et cotiers, ce qui signifie que de nombreux organismes vivant dans
ces habitats sont constamment et chroniquement exposés a des concentrations efficaces de ces
insecticides.

L "Acétamipride est un insecticide appartenant a la famille des Néonicotinoides. De formule
moléculaire C 10 H 11 CI N 4, il est un nouvel insecticide structurellement proche des autres
insecticides néonicotinoides originaires de I’imidaclopride qui a été mis sur le marché depuis
1992 (Mikikoet al., 2012). C’est une molécule découlant de la nicotine, importante dans la
protection globale des cultures en raison de son large spectre d’efficacité, de son systémier, de

son action translaminaire, de son activité résiduelle et de son mode d’action unique (Hebertet
al., 2012).

L’objectif général de cette étude est

Connait les effets toxiques de deux pesticides sur le systéme rénal du rat et Connait I’effet

protecteur du plant médicinal (Ocimmum basilium) sur le systéme rénal desrats. Via l'étude de

e
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Introduction

quelques biomarqueures biochimique et du stress oxydatif et Poury répondre, ce manuscrit est
organisé en quatre grandes parties :

» La premiere partie de notre travail est la partie bibliographique on a essayé de traiter les
chapitres suivants :

o Le premier chapitre de notre étude traite des historiques sur les pesticides,
Définition, I’utilisation, la classification avec le mécanisme d'action de
I’Acétamipride.

o Le deuxieme chapitre de cette étude est consacré a I'étude du stress oxydatif.

o Le dernier chapitre traite de néphrotoxicité.

» La deuxieme partie est consacrée a I'étude expérimentale réalisée sur les rats pour
déterminer les effets d'Acétamipride et I'effet de I'extrait de I'Ocimum basilicum en
conditions de laboratoire par I'étude des paraméetres biochimiques (taux des protéines,
lipides, et glucides) et la mesures des quelques biomarqueures de stress oxydants (GPX,
GSH, et MDA).

» Latroisiémes partie les résultats et leur discussion.

» Enfin, la discussion Générale.
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1. Historique

L’homme est I'un des étres vivants composant la multitude des organismes de la

biosphere.

I demeure exposé en permanence a de nombreuses agressions de natures diverses, en
particulier les substances toxiques de son environnement tels que les pesticides. Ces derniers
sont les polluants les plus dangereux de I’environnement en raison de leur mobilité et leur
capacité a s'accumuler dans I’environnement et de leurs effets néfastes a long terme qui en
découlent sur les organismes vivants en général et la santé humaine en particulier (Marek et
al, 2013).

Selon Calvet (2005), la lutte contre les organismes nuisibles aux cultures a certainement
été de tous temps une préoccupation de I’agriculteur. Pendant longtemps, 1’essentiel des
moyens étaient de nature physique : ramassage des larves, des ceufs, des insectes adultes,

destruction des plantes malades par le feu, désherbage manuel puis mécanique.

L'utilisation de substances toxigues ayant un pouvoir insecticide est trés ancienne. Hy a

2000 ans, les Chinois utilisaient déja de la poudre de fleurs séchées, les pyrethres. En 1690,
La Quintinie découvre les qualités antiparasitaires du tabac. Puis a la fin du XVI1I11" siecle et
début du XIX' siécle, les arsenicaux, les fluorures, le soufre, sont a leur tour employés. C'est
ensuite, avec le développement de la chimie organique, que les insecticides de synthese sont
mis L'exemple le plus connu étant celui de la découverte du DDT par MULLER et
WIESMAN en 1939. A partir de ce moment-la, de nombreux autres composés insecticides
sont découverts que I'on regroupe dans les catégories des organochlorés, organophosphorés,

carbamates ... etc (L. richou-bac et Annick venant 1985).

Cependant, c’est surtout au cours des et Siécles que les propriétés biocides de nombreux
produits chimigques ont été mises en évidence et ont donné lieu a de considérables
développements des techniques de protection des plantes. Plusieurs facteurs ont contribué a ce
développement : I’apparition de graves épidémies, la nécessité de nourrir une population
humaine croissante, les progrés considérables de la chimie organique de synthése, et les

innovations techniques Calvet (2005).
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2. Définition de pesticide

Le terme pesticide se compose de deux parties : le suffixe "cide" qui a pour origine le
verbe latin “caedo, cadere™ qui signifie " tuer”. On lui a adjoint la racine anglaise "pest” qui

signifie animal ou plante nuisible a la culture (Aissaoui, 2013).

Les pesticides sont des produits chimiques appliqués sur les jardins prives, les terres
agricoles et autres espaces publics pour tuer les organismes indésirables. On pense que ces
substances conduisent a des mutations potentielles car elles contiennent des composants qui
provoquent des distorsions dans 'ADN (Eddleston, 2020, Jia et al. 2020, Qiu et al, 2017,
Thundivil et al., 2008)

Les pesticides sont commercialisés sous plusieurs formulations composées de mélanges
de substance active, de solvants, d’adjuvants, de surfactants, de vecteurs, de coloris et de
marqueurs olfactifs (Hurst Kirby, 2004). Selon la définition dela FAO (1986) un pesticide est
"une substance utilisée pour neutraliser ou détruire un ravageur, un vecteur de maladie humaine
ou animale, une espéce végétale ou animale nocive ou génante au cours de la production ou de

I'entreposage de produits agricoles (Insern et al, 2013).
3. Intérét de I’utilisation de Pesticide :

L’agriculture : les pesticides sont utilisés pour éliminer les insectes et les champignons

et les parasites.

En domestiques : les pesticides sont utilisés dans les maisons de certaines applications

comme la protection du bois contre les champignons (Ayad Mokhtari et al.,2012).

En industrie : Sont utilisés pour la fabrication des produits chimique, textile et peinture
(Kim, K., and J. Y Kim., 2007).

En médecine : Sont utilisés dans la productiondesmédicaments tels que des antibiotiques

et des analgésiques (Levine, B., 2005).
4. Classifications des pesticides :
Il existe plusieurs types de classifications des pesticides

4.1. Selon leur caractéristiques chimiques
v' Les pesticides inorganiques : Ils sont peu nombreux mais certains sont utilisés en tres

grande quantité comme le ou le soufre cuivre. Ce sont des pesticides trés anciens dont I’emploi

e
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est apparu bien avant la chimie organique de synthése (Fillatre, 2011) N’ont pas de carbone
dans leur structure et dérivent de composés minéraux stables dans le milieu naturel (Komarek
et al., 2010). Sont des éléments chimiques qui ne se dégradent pas. Leur utilisation entraine

souvent de graves effets toxicologiques sur I’environnement par accumulation dans le sol

(OUCHEBBOUK et ZIBANI, 2015).
v’ Pesticides organométalliques : Ce sont des fongicides
C'est un complexe entre un métal (zinc, manganése) et un composé carboné
(Dithiocarbamate) (Calvet et al., 2005).

Des exemples de ces pesticides sont le mancozebe (avec le zinc) et le manébe (avec le

manganese) (Fillatre, 2011).

v' Les pesticides organiques : Sont les plus nombreux. Appartiennent a diverses
familles chimiques. Il existe actuellement plus de 80 familles ou classes chimiques (Calvet et
al., 2005).

Les plus connues sont :

Les Organochlorés, les organophosphorés, les carbamates, les pyréthrinoides, les
triazines, les enzimidazoles et d’autres groupes (tels que le dérivé dipiridiniques, organe
mercuriale, organocincades, fenoxiacétiques, pyréthrines et les dérivés triaziniques)
(Bazzi, 2010).

4.2.  Selon leurs cibles biologiques
Il existe principalement trois grandes familles :

v’ les fongicides:

Les fongicides sont des substances phytopharmaceutiques. Ayant la capacité de tuer ou
d'inhibe le développement des champignons (Frank, 1991) qui causent de graves dommages
aux végétaux cultivés (Cairns et Shermaj, 1996). Les fongicides généralement utilisés en
agriculture sont des substances minérales traditionnelles (soufre, cuivre, mercure) utilisées soit
seules, soit en association avec des substances organiques, ainsi que des composes organiques
(Manfred, 2005).

v" Les herbicides :

Ce sont des substances destinées a éliminer les mauvaises herbes adventices des cultures.
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Les herbicides, avec les fertiliseurs, ont joué un réle important dans l'augmentation des
rendements agricoles dans les pays industrialisés comme I'Amérique du nord, I'Europe ...11s ont
deux modes d'action sur les plantes : les uns demeurent a la surface avec pénétration locale plus
ou moins importante. « Herbicides externes ». Les autres pénetrent a l'intérieur des tissus

végétaux « herbicides systémiques » (Manfred, 2005).
v Les insecticides

Les insecticides sont des biocides destinés a détruire les insectes : largement utilisés en
agriculture et en santé communautaire (lutte anti vectorielle), ils sont également présents dans
I’environnement domestique sous forme de spécialités contre les poux, de médicaments
vetérinaires, d’insecticides ménagers, de produits de jardinage ou encore de xyloprotecteurs (F.

Testud, J.-P. Grillet).

Leurs effets toxiques s’exercent sur les fonctions vitales de I'insecte telles que la
transmission de I'influx nerveux et la respiration. Les insecticides agissent par contact, par

inhalation ou par ingestion des molécules par I’insecte (AYAD, 2012).

Tableau 1 : Principale familles d’insecticides, de fongicide et d’herbicides (Elbakouri,2006).

Minéraux Organiques Divers
Soufre
Composés fluorés Pyréthrinoides
Dérivés de mercure ] .| de syntheése
. e o~ OrganochlorésOrganophosphoreés .
Insecticides | Dérivé de sélénium Produits
s - Carbamates -
Composes a base de silice bactériens
Quartz, magnésie Répulsifs
Huiles de pétrole
Sels de NH4, ca, Fe, Mg, K, || Phytohormones ; dérivés de l'urée .
o - Dicamba
- Na Sous forme de sulfates, | carbamates ; triazines et diazines ; | .
Herbicides y o L R PichloramePar
de nitrates  Chlorures, | dérivés de pyrimidines ; dérivés de
, o L aquot
chlorates, etc. ['oxyquinoleine ; dérivés
Sels de cuivre a base de Dérivés de benzéne derivés des Carboxine
. soufre, Composes . . - sChloropicrine
Fongicides . : quinones Amides Benzonitriles i
arsenicaux, Huiles .- . Doguanide
hy Toluidines Organophosphorés
minérales Formol

5. Différentes familles d’insecticides:

Les principales familles d'insecticides sont :
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L’insecticides organophosphorés (OP) sont des composés & base de phosphore qui
inhibent l'activité de I'enzyme acétylcholinestérase dans le systeme nerveux des insectes.
Exemples : Malathion (Soltaninejad, K., Abdollahi, M., 2009).

Les organochlorés (OC) : Ce sont des composés organiques largement distribués utilisés
dans divers domaines industriels, agricoles et domestiques (OMS., 2019). Ils sont composés de

carbone, d’hydrogéne et de chlore (Periquetet al., 2004).

Les carbamates : les pesticides de cette famille sont des esters dérivés de I’acide
carbamique (Periquetet al., 2004). Sont également des inhibiteurs de l'acétylcholinestérase,
mais leur effet est généralement moins persistant que celui des organophosphorés (Jurewicz,
J., Hanke, W., 2008).

Les pyréthrinoides : ce sont des pyréthines synthétique qui sont des insecticides extrait
principalement des fleurs de chrysanthemes, ils agissent en perturbant les canaux sodiques des
membranes  cellulaires des insectes qui provoquent leur mort. Exemples

Deltaméthrine,Cyperméthrine (Bradberry, S.et al., 2005).

Les néonicotinoides (NNS) : ils sont agissant sur le systéme nerveux des insectes. En se
liant aux récepteurs nicotiniques de l'acétylcholine qui provoquant leur mort Exemples :
[’Acétamipride (Goulson, D., 2013).

6. L’Acétamipride
6.1.  Définition :

L’Acétamipride est un nouvel insecticide appartenant a la famille des néonicotinoides,
une famille d'insecticides introduite au début des années 1990

De formule moleculaire C10H11CIN4 (Mikiko, 2012).

Cet insecticide systémique est largement utilisé, tant en agriculture qu'en au niveau

domestique, contre de nombreuses variétés d’insectes.

Cet insecticide étudié est surtout utilisé pour lutter contre les insectes piqueurs-suceurs

(thrips, mouche blanche, cicadelles, cochenilles, pucerons).

I1 joue un role d’inhibition irréversible sur ’acétylcholinestérase laissant une

concentration ¢élevée de I’acétylcholine dans la fente (Sheets, 2010 ; Testud, 2014).

6.2.  Caractéristiques physico-chimiques
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L’ Acétamipride est soluble dans I’eau mais n’est pas volatile selon ses propriétés
physicochimiques (Tableau 2). 1l est également soluble dans les solvants organiques. Le
coefficient de partage octanol / eau indique que cet insecticide ne se lie pas fortement a la
matiére organique et a donc peu de potentiel de bioaccumulation. Il n’est pas persistant dans

le sol et est stable a pH compris entre 4 et 7.

Tableau 2 : : Synthése des caractéristiques physico-chimique de I’Acétamipride.

Parameters Proprieties
Nom commun Acétamipride
Nom (IUPAC): (E)-N 1 -[(6-chloro-3-pyridyl) methyl]-N 2 -

cyano-N 1 -methyl

Etat physique et couleur poudre de couleur blanc cassé

Odeur Inodeur

Formule moléculaire C 10 H11CIN4

Et masse molaire moléculaire (g/mol) 222.68

Solubilité dans I’eau mg/L 4.25x103a25°C
3.48x103a25°C
2.95x103a25°C
3.96x103a25°C

Pression de vapeur (mm Hg) 1x10-8

PKa 0.7a25°C

Constante d 'Henry 5,3.10-8

Constante de dissociation pKa: 0.7 at. 25 °C

Source: US-EPA (United States Environmental Protection Agency), 2012.
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Tableau 3 : Informations générales sur /’Acetamipride (Aria., 2009).

Abréviation ACT
Type de pesticides Insecticide
Famille chimique Néonicotinoides
Groupe 4A
Structure CHg3 N
cF
I
| e CH3
Cl N

«
«

Figure 1: structure spatiale de ’acétamipride [http://meddic.jp/acetamipride].

6.3. Utilisation

C’est une molécule dérivé de la nicotine, c'est importante dans la protection des cultures
en raison de son large efficacité de sa systeme, de son mode d'action unique, de son activité
résiduelle (Hebert, 2012).c’est insecticide le plus utilisé dans le monde utilisé largement pour
lutter des ravageurs agricoles (thrips, mouche blanche, cicadelles, cochenilles, pucerons) par
pulvérisation, et dans le traitement des semences (Tjeerd, 2012). , aussi il est utilisé dans la

culture cotonniére béninoise pour lutter les ravageurs (Aina et al., 2015).

11
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C'est un insecticide utilisé pour traiter les arbres fruitiers, les rosiers, les céréales et les
graines de betteraves, ainsi que pour traiter les batiments ou les lieux d'élevage d'animaux

domestiques (Couteux et Lejeune, 2012).
6.4.  Toxicocinétique d’Acétamipride
Absorption

Prés I’ingestion des matiéres contaminée, la pénétration digestive est la majeure voie de
contamination par 1’Acétamipride. Aussi, la voie percutanée est prédominante en milieu

professionnel agricole par ce pesticide (Testud, 2014 ; Terayama et al., 2016).

Des études indiquent que la toxicité par voie dermique chez les animaux est tres faible
(Di Prisco, 2013) Par contre la voie respiratoire, elle est négligeable car il n'y a pas de volatilité
des particules d’Acétamipride dont les tensions de vapeur sont toutes inférieures a 1 Pa a 25°C

(David et al., 2007 ; Terayama et al., 2016).

Tandis qu’une faible température ou une faible concentration en insecticide diminuent

Processus d'absorption (Bonmatin et al., 2015 ; Fossen 2006., Gervais et al., 2010).
Distribution

La nature lipophilique des néonicotinoides comme 1’Acétamipride facilite leur passage
de toutes les barrieres biologiques. La distribution digestive est rapide et compléte ; le pic
plasmatique est obtenu a la deuxiéme heure. La barriere hémato méningée des mammiféres est
tres peu perméable au I’Acétamipride (David et al., 2007 ; EFSA, 2016 ; Terayama et al.,
2016)

Metabolisme

Les voies métaboliques d’Acétamipride passent par les cytochromes P450 cérébraux. Le
principal métabolite conduit a N-méthyl (6-chloro-3-pyridyl) méthylamine, qui est conjugué au
méthyl. L’oxydation d’Acétamipride produit du N-'[(6-chloro-3- pyridyl)methyl]-N-

cyanoacetamidine ; une voie accessoire donnerait naissance a du méthylamine].

12
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Figure 2: Voie de métabolisme de I’Acétamipride dans ’organisme (Organise gasmi s et al,
2017).

Elimination

Dans I’organisme, une fraction de I’ordre de 10% de ce pesticide est éliminée sous forme
inchangée. L’Acétamipride est converti en méthylamine, plus active que la molécule mére. 11
n’y a pas d’accumulation dans ’organisme ; plus de 90 % d’une dose orale sont ¢éliminés en
moins de 72 heures, la totalité en 96 heures. Les voies urinaire et fécale sont les principales
voies d’élimination. (Seifert, 2005 ; Sheets, 2010 ; Chen et al., 2014).

6.5. Mode d’action

L’Acétamipride agit par contact et ingestion sur un grand nombre d’insectes piqueurs
suceurs puis se diffuse dans toutes les parties. Les ravageurs absorbent le produit en se
nourrissant. 11 est efficace contre les ravageurs ne pouvant étre atteints directement par contact

en se cachant sous les feuilles ou dans le fruit.

Les Néonicotinoides, se lient aux récepteurs nicotiniques de l'acétylcholine (nAChR) et

imitent l'action de I’acétylcholine.

Par l'ouverture des canaux ioniques qui permettent I'entrée de Na+ et Ca2+ dans les
cellules (EFSA, 2014).

Chez les insectes, ces récepteurs se retrouvent sur les neurones du systéme nerveux

central, et de plus chez les mammiféres, ils sont aussi présents dans le systéme nerveux

e
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périphérique ainsi que dans la jonction neuromusculaire. L’activation de nAChRs se traduit
souvent par une augmentation de Ca2+ libre intracellulaire, tandisque leur sur activation génére
un blocage engendrant une paralysie mortelle. De plus lwasa (2004) confirme la paralysie et la
mort des insectes suite a ’accumulation de I’acétylcholine au niveau du systeme nerveux

central de I’insecte.

a Acetyicholine b Neonicotinoid
AChE
Na‘F = @ AChE
nAChRs nAChRs ’ neonicotinoi
N ACh B 2 _—eonaEne
WO 3O OO YOO OO0 o ©
cen fifiif\ B /TR it il il Lt Cell
membrane ||| || 1 NI LI Hii U membrane
B8R $¥s%a borolok olo’s ba'atsls s'a'els
Active Inactive Active

Figure 3: Voie de métabolisme de I’Acétamipride dans 1’organisme (0organise gasmi s et al,
2017).

6.5.La toxicité de L'Acétamipride

La toxicité aigué < ’Acétamipride pour les mammiferes est variable selon les espéces dont
la DL50 varie de 125 a 475 mg/kg.

Les animaux intoxiqués présentent au bout de 2 a 6 heures une apathie, des tremblements
avec ataxie, une hypothermie et un arrét respiratoire (Seifert, 2005 ; Sheets, 2010 ; Terayama
etal., 2016).

Cet insecticide conduise a des anomalies morphologiques du développement cérébral et

des troubles du comportement chez les mammiféres.

Se traduisant cliniquement par des convulsions toxico-cliniques violentes. Surviennent

également des nausées, vomissements, une diarrhée, une paresthésie de la Langue de la face.
Les suicides par I’ingestion del’Acétamipride sont trés courants (Terayama et al., 2016).

En d’autres termes, 1’étude de Jeschke et al (2011) a identifié un effet potentiel nocif sur

le développement des neurones et des structures cérébrales chez un feetus ou un jeune enfant.
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Les défaillances cardiaque et respiratoire entrainent la mort en quelques heures.
L'inhalation des poussiéres d’insecticide fait apparaitre une irritation de bouche et des poumons

avec hypersécrétion bronchique (Woodcock et al., 2016).

Des études il est classé non cancérogéne pour ’homme par Environnemental Protection
Américaine Agency (McKelvey et al., 1988 ; Parks et al., 1988 ; Obata et al., 2001).
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Le stress oxydant
1. Définition :
Se définit comme I’'incapacité de I’organisme de se défendre contre les espéces réactives

de’oxygene (ERO)en raison de la perturbation d’équilibre endogene entre ces derniers et les

agents oxydants (AO).

Ce qui entraine des dommages oxydatifssur tous les composants cellulaires Graisses avec
perturbation des membranes cellulaires, protéines avec altération des récepteurs et enzymes,

Acides nucléiques avec risque de mutation et de cancer (La ReSergent, et al., 2000).

La notion destress oxydant dans le systeme biologique a été initiée suit aux connaissances

obtenues sur I’activation del’oxygeéne moléculaire (O2) et sa potentielle toxicité (Yzydorczyk.,
2011 ; Angelos et al., 2005).

Niveau
physiologique
Stress oxydatif d’ERO Manque d'ERO

i 2

Antioxydants

i Vitamine E

APX/GR /| Glutathion

adical hydroxylo Catalase » Ascorbate
_— = -
POX / PR)‘ Caroténoides
sSOD

Oxygene singulet

Figure 4: Schématisation de la balance entre les espéces réactives a I’oxygéne (ROS) et les
antioxydants (Pourrut,2008).
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2. Lesradicaux libres (RL)

Les radicaux libres (R°) sont des molécules ou des atomes ou une espéce chimique
porteurs dun ou plusieurs électrons non apparies sur leur orbitale la plus externe (Yzydorczyk.,
2011 ; Indoumady., 2013 ; Hala., 2008 ; Garait., 2006 ; Julie., 2010). Extrémement instable,
ce composé peut réagir avec les molécules les plus stables pour apparier son électron. 11 peut
soit arracher un électron (Se comportant comme un oxydant) soit en céder un (agissant alors
comme un réducteur) (Blandine., 2006 ; Ait Yahia et al., 2014). Lorsque cet électron
célibataire est situé sur un atome d’oxygene, on parle alors « d’espéces réactives de ’oxygene

» (ERO) ou « reactive oxygen species » (ROS).

Tableau 4 : Principale ROS dans le systeme biologique (Yzdorczykc, 2011).

02 -*Anion Superoxyde
*H20Radical hydroperoxyl
*OHHydroxyle

RO*radical alkoxyle
ROO*radical alkoperoxyl
ROOH*radical hydroxyperoxy
*NOMonoxyded’azote
Espéce réactive au I’azote (ERN) *NO2Dioxyde d’azote
*NO3Nitrate

Espéce réactive a ’oxygéne (ERO)

Les espéces réactive de 'oxygeéne (ERO) regroupent I’ensemble des dérivés radicalaire de
I’oxygeéne tels le Superoxyde (0O2*), I’hydroxyle (OH*), I’oxyde-nitrique (NO*) et des especes
non radicalaires telles le peroxyde d’hydrogéné (H202), I'oxygéne singlet (102) et le
péroscynitrite, Il célibataire, ce sont des espéces active dérivant de I’oxygene ou de ’azote ou
chlore (Poisson., 2013 ;Indoumady., 2013 ;Gasmi., 2018 ;Yzydorczyk., 2011). Ne possédent

pas d’électrons.

Tableau 5 : Espéce réactives de ’oxygene radicalaire et non radicalaire (Halliwell ,2006).

ERO (radicalaire) Formulechimique

Oxygéne moléculaire 302
Dioxygene singulet 102

Anion super oxyde °02
Radical hydroxyle *OH
Radical hydro peroxyde HOO°
Radical peroxyle ROO°
Radical alkoxyle RO°
Radical oxyde nitrique NO°
Peroxinitrite ONOO°
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ERO (non radicalaires) Formule chimique
Hydro peroxyde ROOH
Hypochlorite CLOH
Ozone 03
Peroxyde d’hydrogéne H202

3. Origine des radicaux libres :
Il existe deux origines de radicaux libres ; endogéne et exogene.
3.1.Radicaux libres endogéne :

On peut citer dans les sources endogenes les enzymes de la chaine respiratoire
mitochondriale le cytochrome P450, la xanthine oxydase, la NO synthase les peroxysomes la
NADPH oxydase. En outre, quelques métaux de transition tels que le fer et le cuivre peuvent

générer des ER par la réaction de Fenton (Boulaiche et al., 2020).
3.2.Radicaux libres exogéne :

Parmi eux, les facteurs environnementaux contribuent également a la formation de
radicaux libres ou ROS, ou encore aux phénomeénes de rayons X, de rayonnement ultraviolet,
de rayons gamma et de réactions photochimiques. De plus, les champs électriques et les résidus
de fumée de cigarette, d'alcool ou encore de certains médicaments sont considérés comme la
source la plus importante de radicaux libres par oxydation de composés au niveau du
cytochrome P450 (Favier, 2003).

reroxvde d'hivdrogénes

Cycles redox
NADPH ox
mitochondric

ONOO

peroxyritrite

Radical Irydroxyle

N T

Peroxydation
lipidigue

Activation
des cascades
de kKinases

Oxyvdation de
I"ADN

Nitration des
protéeines

Oxyvdation
des protéines

Figure 5: Origine de différents radicaux libre et espéce réactive a I’oxygéne (Favier, 2003).
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4. Les principales cibles biologiques de ROS
4.1.Dommages oxydatifs des lipides

Les premiéres cibles des ROS sont les lipides, notamment ceux présents dans les
membranes cellulaires et subcellulaires. Les membranes riches en acides gras polyinsaturés
(AGPI) comme les acides linoléiques ou arachidonique. Sont trés sensibles a I'oxydation en

raison de leur degré éleve d'insaturation (Hulbertl, 2005 : Pamplona et al, 2000).

L'oxydation des lipides génere des peroxydes lipidiques qui modifient la fluidité et la

perméabilité de la membrane (Hong et al, 2004).

La peroxydation lipidique qui se produit en 3 étapes (Fig. 6) : initiation, propagation et

terminaison.

Initiation, propagation et terminaison. L’étape d’initiation correspond a I’attaque d’un
atome d’hydrogeéne d’un acide gras, par un ROS, aboutissant a la formation d’un radical
lipidique.

La seconde étape est une propagation du phénoméne de lipoperoxydation, par une

réaction entre le radical lipidique et I’oxygene, formant un radical peroxyl lipidique trés réactif

avec les lipides membranaires adjacents.

La phase terminale de la lipoperoxidation consiste en la formation de composés stables
a partir de deux radicaux lipidiques. Cette phase reste cependant tardive du fait que la
probabilité de rencontre entre deux radicaux lipidiques est plus faible que la probabilité de

rencontre entre un radical lipidique et un ROS (Gismondi, 2012).

/ 4+ "OH —L» / Lipid radical

Initiation

Unsaturated lipid
Propagation

Lipid peroxlde Lipid peroxyl radical

Figure 6:Différents radicaux libre oxygeéne et espéces rectives de I’oxygene impliqué en
biologie (Gismondi, 2012).
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Conséquences

- Une atteinte de I’intégrité des structures membranaires.

- Dysfonctionnements cellulaires.

- Modification de la structure des lipoprotéines.

- Amplification des dommages cellulaires (Bensakhria, 2018).
4.2. Dommages oxydatifs des protéines

De fagcon comparable a I'oxydation des lipides, les protéines sont aussi susceptibles d'étre
oxydées par les ROS. Les modifications des structures primaire, secondaire et tertiaire des
protéines par les EOA sont a la base de la formation de dérivés protéiques carbonylés via
plusieurs mécanismes incluant la fragmentation et I’oxydation des acides aminés (Aurousseau,
2004 ; Baudin, 2006). Les acides aminés les plus réactifs sont I’histidine, la proline, le
tryptophane, la cystéine et la tyrosine. La plupart des dommages sont irréparables et peuvent

entrainer des modifications fonctionnelles importantes (Haleng et al., 2007).
Conséquences
- Des inhibitions enzymatiques.
- Perte de spécificité ligand-récepteur.
- Dénaturation des épitopes antigéniques.
- Perturbations métaboliques.
- Etats pro-inflammatoires.
- Echappement a la dégradation et accumulation tissulaire (Bensakhria, 2018).
4.3. Dommages oxydatifs de PTAND

Les ROS peuvent réagir avec la base de guanine (G) de ’ADN, pour la transformer en 8-
hydroxy-2'deoxyguanosine (8-OH2DG) pouvant conduisant a des altérations du message
génetique impliquees dans le déclenchement du cancer et le vieillissement (Haleng et al., 2007
; Pincemail et al., 2009).
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Figure7 : Structure du 8-hydroxy—2’ déoxyguanosine (Abu-Qare et Abou-Donia, 2000).

Conséquences
- Altération de la fonction mitochondriale.
- Formation d’espéces mutagene.

- Activation des systémes de réparation (Bensakhria, 2018).

5. ANTIOXYDANTS
5.1. SYSTEME ANTIOXYDANT ENZYMATIQUE

Les principales enzymes anti oxydant sont : superoxyde dismutase (SOD), Glutathion
peroxydase (GPXx) et le catalase (Matés et al., 1999). Elles sont élaborées par notre organisme
avec l'aide des certains minéraux (comme le zinc et sélénium). Elles sont présentes en

permanence dans I’organisme (Mika et al., 2004).
v Superoxyde dismutase SOD :

Le superoxyde dismutase SOD est un rble important dans la prise en charge de I'onion
superoxyde O2’, elle considéré une premiére ligne de défense efficace pour empéche

I'accumulation de I'anion superoxyde.

Chez I’homme, il y a 3 isoformes des SOD a cofacteurs métallique (Cu-SOD, Zn-SOD,
Mn-SOD) et localisés dans le cytoplasme et la mitochondrie (Landis et Tower, 2005).
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02%- + 02*- + 2H+ Emm) {707 + 02

Figure 8 : Structure tridimensionnelle du superoxyde dismutase (Belkhiri, 2010)

v Glutathion Peroxydase GPx:

La GPx est une sélénoprotéine (cing isoformes) qui réduit les peroxydes aux dépens de
son substrat spécifique, le glutathion réduit (GSH). De réle principal I'élimination des
peroxydes lipidiques résultant de I’action du stress oxydant sur les acides gras polyinsaturés.ne
peut étre utilisée la GPx comme marqueur d’une intoxication en sélénium. Cependant, sa
synthése étant rénale et hépatique, d’autres facteurs tels que I’insuffisance rénale ou la cytolyse

hépatique peuvent modifier sa concentration (Haleng et al., 2007).

C’est le cofacteur de sélénium, et localis¢ dans le cytosol et la matrice mitochondriale.
Elle a pour activité la dégradation des peroxydes organiques (ROOH) et du peroxyde
d’hydrogéne (H202) (Valko et al., 2006).

2H202 + 2GSH =) GSSG + 2H20

ROOH + 2GSH =) ROH + H20 + GSSG

23



Chapitre 11 Le stress oxydant

Figure 9 : Structure tridimensionnelle du glutathion peroxydase (Belkhiri, 2010).

v' Catalase :

La CAT est un enzyme localisé dans les peroxysomes, lysosomes et les mitochondries,
qui vivent en aérobie présent en forte concentration dans le foie et I’groupe rouge. 11 neutralise
le peroxyde d’hydrogeéne (H202) en eau et oxygeéne moléculaire, La catalase et la GPx ayant
des niveaux faibles dans le cerveau par rapport au niveau de SOD, c’est pourquoi un effort
oxydant créé par un taux élevé de métabolisme peut favoriser les maladies neurodégénératives
(Casetta et al, 2005).

H20 Emmm=),\ 150 + 02
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Figure10 : Structure tridimensionnelle de la catalase (Belkhiri, 2010).

v Peroxyredoxines :

Les peroxyredoxines (Prx), ou thioredoxine peroxydase (Trx), ont été découvertes

Récemment et font ’objet de nombreux travaux concernant leurs fonctions antioxydants.

Elles sont au nombre de 6 chez les mammiféres localisées dans le cytosol, les
mitochondries, les peroxysomes, associées au noyau et aux membranes. Ces Protéines exercent
leur réle antioxydant dans la cellule a travers une activité peroxydase, ou H202, le peroxynitrite
et denombreux hydroperoxydessont les substrats. Malgré leur plus Faible efficacité catalytique
par rapport a la GPx et la CAT, ces protéines peuvent jouer un Role majeur dans I’élimination
des hydroperoxydes du fait de leur quantité importante (0,1 a 0,8 % de protéines solubles
cellulaires) et de leur large distribution dans la cellule. De plus, Les Prx jouent un réle
significatif lors du développement du poumon et en réponse a un Stress oxydant pulmonaire
(Servais, 2004).

v' Le_ malondialdéhyde (MDA) :

Le malonaldéhyde se trouve dans les tissus humains et animaux en tant que produit final
de la peroxydation lipidique. C'est également un produit secondaire de la biosynthése des

prostaglandines et des thromboxanes. Le malonaldéhyde est présent dans les plagquettes
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sanguines et dans le sérum (CIRC, 1985). Il peut aussi apparaitre lors de I’interaction du radical

hydroxyle avec la vitamine C ou avec le désoxyglucose.

5.2. SYSTEME ANTIOXYDANT NON ENZYMATIQUE
v Glutathion (GSH)

C'est un tripeptide formé par la condensation de 3acide aminé (L-y-glutamyl-L-cysteiny|-
L-glycine) synthétisé par deux enzymes qui sont la y-glutamyl cysteine synthétase (y-GCS) et
la glutathion synthétase (Ballatori, 1991). Le GSH est considéré comme la molécule
nonprotéique possédant un groupement thiol, la plus répandue dans la cellule. il est retrouvé en
grande majorité dans les organes fréquemment exposés aux toxines (reins, foie, poumons et
intestins) (Gate, 1999).

v Vitamine A (B-caroténe)

Le B-carotene est apporté par l'alimentation. Il est doué de plusieurs capacités : il est
précurseur de la vitamine A, il capte I'oxygene singulet sous faible pression d'oxygene et, avec
les autres caroténoides, il a le pouvoir de terminer les réactions en chaine de lipoperoxydation.
Le B-caroténe agit comme un antioxydant, liposoluble, complétant efficacement le réle de la
vitamine E (Tessier et al, 1995).

v Vitamine C (acide ascorbique)

Peut capter directement 1’02« —et ’OHe .il possede aussi des propriétés prooxydantes.
Exemple de réactions antioxydants en chaine mettant en jeu les vitamines E et A ces deux
vitamines nous pouvons ajouter de nombreux autres antioxydants non enzymatiques tel que -
caroténe, urate, glucose, bilirubine, taurine, aloumine...) il fragile équilibre entre production et
élimination des ROS est perturbé, le Sur plus de ROS va oxyder des biomolécules comme les
protéines, les lipides et I’ADN, ce qui peut avoir un impact important sur le fonctionnement

cellulaire (Servais, 2004).
v' Lavitamine E :

Est le principal antioxydant liposoluble chez I’homme, les formes prédominantes sont
I’a-tocophérol (Goudable et Favier, 1997 ;Chiali, 2014 ;Bensakhria, 2018). C’est la forme
la plus active chez I’étre humain, di a son activité antioxydant puissante elle a considéré comme
I'antioxydant membranaire majeur employé par les cellules Son réle antioxydant général est la

protection contre la peroxydation comme donner d’hydrogéne.

e
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Nous avons vu lipidique plus haut que la vitamine C et l'antioxydant ’hydrosoluble le
plus important, des’ études récentes a montres que ce dernier joue un role crucial dans la

réduction de vitamine E depuis sa forme oxydé alfa tocopherols radicalaire (K0jo,2004).
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1. Généralité sur le systeme rénal :

Le rein est un organe vital, tout comme le cceur et les poumons. I1 est souvent I’organe
cible chez les animaux d’expérience (Rhiouani et al., 2008), le rein est un organe important
dans le cheminement des substances toxiques. Sa fonction majeure consiste a filtrer le sang, en

dégageant toute substance nocive et en conservant les molécules essentielles (Reichl, 2004).

Les reins sont des machines a épurer trés sophistiquées capables de filtrer jusqu’a 170

litres de sang par jour. En filtrant le sang, ils produisent 1’urine.

Outre la filtration du sang et la production d’urine, les reins remplissent également
d’autres fonctions physiologiques importantes comme le maintien de la teneur en eau et en sel

du corps a un niveau d’équilibre (Brenner and Rector 2008).

1-Systéme urinaire

2-Rein

3-Pelvis rénal

4-Uretre

5-Vessie

6-Uretre

7-Glande surrénal

8-Artere rénale (rouge) et veine
rénale bleu

9-Veine cave inferieure
10-Aorte

11-Artéere iliagque commune
(rouge) et veine iliaque commune
bleu

Figure 11 : Anatomie générale du systéme urinaire (Prudhomme et al. 2010).

2. Anatomie physiologique du rein :

2.1.Aspect macroscopique
A la premiére vue on distingue deux zones :

*Une zone périphérique, foncée, granuleuse, c’est la zone corticale ou cortex du rein, qui

se prolonge en direction du hile par des travées convergentes : les colonnes de
Bertin (Lullmann et al., 1998).

» Une zone centrale, claire, stri¢e longitudinalement, occupe les espaces compris entre les
colonnes de Bertin : c’est la zone médullaire, cette zone possede 8 a 12 pyramides striées
appelées pyramides de Malpighi, dont le nombre varie entre espéces. Labase de ces pyramides

est recouverte par le cortex, alors que le sommet de chaque pyramidese projette vers le centre
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du rein donnant le calice mineur. Chaque calice mineur collecte 1’urine d’une pyramide, et
converge pour former les calices majeurs qui forment a leur tour le bassinet qui se jettent dans

I'uretére (LUllmann et al., 1998).

capsule fibreuse

renchyme |:cor tex pyramide de

(tissu) medulla Malpighi

papille rénale

colonne de
Bertin
uretére

Figure 12 : Vue macroscopique de rein (Lullmann et al., 2009)

2.2. Aspect microscopique :

Le parenchyme rénal est essentiellement constitué par un trés grand nombre d’unités
anatomiques appelées néphrons. Le néphron comporte deux parties physiologiquement est

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

* Le glomérule : formé d’un réseau capillaire entouré d’une structure appelée capsule
Glomérulaire (de Bowman), qui sert defiltre. Les glomérules sont principalement localisés dans
la corticale (Colombat et al., 2008).

* Le tubule : subdivisé en plusieurs segments fonctionnels :

-Tubule contourné proximal : situ¢ apres la capsule de Bowman et avant I’anse de Henlé, il

participe a la réabsorption de certaines substances.

-L’anse de Henlé : c’est la section dunéphron située entre le tubule proximal et le tubule distal.
Elle est composée de I’anse gréle descendante, de I’anse gréle ascendante et de la branche large

ascendante.
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-Tubule contourné distal : sa partie contournée est en contact avec ’artériole afférente de son

néphron, formant I’appareil juxta glomérulaire.

-Tubule collecteur : c’est la portion terminale qui recoit 1'urine provenant de nombreux

néphrons (Blanchard et al., 2009).

' Capsule de
Tubule proximal  gowman Tubule distal

| N
A\ \

-~

Anse de Henle

Figurel3 : Segmentation anatomique et fonctionnelle du néphron (Klein, 2009).

3. Unité structurale du rein ; le néphron :

3.1.Physiologie de néphron
3.1.1. Filtration glomérulaire et débit sanguin rénal :

Le débit de filtration glomérulaire (DFG) représente la capacité des reins a eépurer le sang des
déchets issus du métabolisme ou de I’alimentation. 11 dépend de la perméabilité de la barriere
de filtration glomérulaire (cellules endothéliales, membrane basale glomérulaire et diaphragme
de fente podocytaire) et de la différence entre les pressions hydrostatiques et oncotiques dans

le capillaire glomérulaire et dans la chambre urinaire (Groggel GC et al, 1988).

31



Chapitre 111 Rien et Néphrotoxicité

Le (DFG) réalise un transfert par ultrafiltration d’une grande quantité de liquide plasmatique
dépourvue de protéine de haut poids moléculaire depuis le compartiment capillaire des

glomérules vers leur espace urinaire. L’ultra filtrat obtenu constitue 1'urine primitive
(laouamriokba, 2022).

3.1.2. Réabsorption :

La réabsorption tubulaire est le processus consistant a fait passer certaines substances du
filtrat vers le sang, de maniére selective, cette réabsorption a lieu dans les tubules rénaux et
dans les tubules rénaux collecteurs (Marieb, 2005), elle est un phénomeéne actif de molécules
organiques comme le glucose, acides aminés vitamines ou électrolytes (Na+, Ca2+, K+) et le
passage se fait par des transporteurs de véhicules autonomes (Bousquet Melou, 2009). Tout ce

qui n'est pas réabsorbé forme l'urine (Marieb, 2005).
3.1.3. Sécrétion :

Le processus de sécrétion tubulaire est un mécanisme de transport actif, qui utilise des
transporteurs spécifiques, des capillaires péris tubulaires vers la lumiére du tubule rénal
(Anabela Fernandes, 2016).

La sécrétion tubulaire laisse passer certaines substances du sang, de maniére sélective,
dans le filtrat, a I'instar de la réabsorption tubulaire, elle se déroule sur toute la longueur des

tubules rénaux et des tubules rénaux collecteurs (Marieb, 2005).

Le volume de sang traité par les reins chaque jour est énorme, sur les quelque 1200 mli
de sang qui traversent les glomérules chaque minute, on compte environ 650 ml de plasma,
dont le cinquieme (de 120 & 125 ml) passe a travers le filtre glomérulaire. Cela équivaut a

filtrer le volume plasmatique entier d'un individu plus de 60 fois par jour (Marieb, 2005).
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Corpuscule
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distal
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juxtaglomérulaire

Arteriole
afferente

Glomeérule

de Malpighi
Capsulede
Bowman X Artériole Cortexrénal
N efférente -
\.
\ q\ Medulla
\
\

Tubule collecteur
du néphron suivant

Anse de Henle

Tube collecteur

Femandes, A., 2016

Figure 14 : : Structure de néphron (Anabela Fernandes, 2016).

4. Fonction rénale :
Fonction principale

o Maintien du volume et de la composition ionique des liquides de l’organisme
(homéostasie).

o Excrétion des déchets du métabolisme (urée, créatinine, acide urique oxalate).

o Détoxification et élimination des toxines, meédicaments et de leurs métabolites.

o Régulation endocrine des volumes extra cellulaires et de la pression artérielle (systéme
rénine angiotensine ; prostaglandines rénales ; systeme kinine-kallikréine).

o Contrdle endocrine de la masse des globules rouges (érythropoiétine).

o Controle endocrine du métabolisme minéral (calcitriol).

o Inter conversion métabolique (néoglucogenése, métabolisme lipidique).

(A. Manunta, 2015).
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5. Néphrotoxicité :

La néphrotoxicité peut étre definie de fagon tres large comme I'ensemble des altérations
fonctionnelles ou structurelles rénales, induites directement ou indirectement par des agents
chimiques ou leurs métabolites. L’insuffisance rénale aigué est généralement suite a une
agression massive et se caractérise par une perte de fonction rénale rapidement progressive.
Lorsqu’on élimine le produit néphrotoxique ou le facteur causal déclenchant, on observe une
récupération graduelle de la fonction rénale, parallelement & une diminution de la créatininémie
et une restauration du pouvoir de concentration du rein. L’observation de cas de ce type
provoqués par I’exposition a des doses élevées de substances xénobiotiques a permis
d’identifier des facteurs toxiques susceptibles également de contribuer a des formes plus
chroniques de maladies rénales progressives (Naouaoui, 2019 ; Hemstreet, 2002).

L’insuffisance rénale aigué peut étre due a un certain nombre de causes pré renales qui

ont pour point commun une ischémie du rein par diminution prolongée de la perfusion rénale.

L’insuffisance cardiaque et ’obstruction de I’artére rénale en sont deux exemples. Une
nécrose tubulaire peut étre causée par des néphrotoxiques. Les herbicides et les pesticides ont
fait ’objet de nombreuses études. Des insecticides initialement classés comme neurotoxiques,

ont récemment été mis en cause dans des cas de nécrose tubulaire (Hemstreet, 2002).
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Tableau 6 : principaux agents néphrotoxiques (Atoussi et al. 2017).

Agent Exemple Utilisation Conséquence | Complication Référence
néphro-
toxique
Lénalidomide | Immunomodu | Clairance de la Insuffisance (El-Fekih et
lateur avec créatinine rénale aigué al., 2016)
des propriétés | inférieure & S0 Néphnite
anti- ml/min interstiticlle
angiogéniques aigue
et
: Nécrose
antitumorales tubulaire aigue
Aciclovir Antiviraux Accumulation Nécrose (Svetlana et
Médicaments dans les reins tubulaire aigue al.. 2010)
100 fois que Insuffisance
dans les autres rénale
tissus Précipitation de
cnstaux
Lithium Traitement du Kystes Insuffisance (Servaus,
trouble Diminution du rénale 2019)
bipolaire débit de chronique
filtration
glomérulaire
Produits de Produits de Agents de Hyper- Insuffisance (Nicolas et
contraste contraste & contraste osmolarité rénale al., 2018)
base de utilisés pour
gadolimum rehausser les
examens en
IRM
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Chapitre 1 Matériel et Méthode

1. Matériel et Méthodes

Notre travail a été réalisé au niveau du laboratoire de toxicologie département de biologie
appliquée de la faculté sciences exacte et sciences de la nature et de la vie université de Tébessa.

1.1.Matériel Biologique :

Dans notre étude, nous avons utilisé 24 rats males de la race Wistar, ages de 03 moins, leurs
poids corporels compris entre 200-240 g, leurs température 20°c et photopériode naturelle.

Figure 15 : Rat male de la race Wistar

1.1.1. Entretien des animaux :

Les rats males ont été soumis a une période d'adaptation de 15 jours, et a une

température ambiante de 20°c.

Les rats males sont élevés dans des cages polyéthylene et ont été répartis en quatre

(04) Lots de six (06) rats males chacun.

A )
R

Figure 16 : Rats male de la race Wistar dans des cages de polyéthylene
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1.2.Matériel Biochimique

1.2.1. Présentation de la plante d'Ocimum basilicum

Description d’Ocimum basilicum (Appareil végétatif) Le basilic est une plante herbacée
pouvant atteindre 30 a 60 cm de hauteur, son odeur et sa saveur sont fortement aromatiques. Sa
culture exige un climat chaud et ensoleillé, un sol irrigable, riche en matiéres organiques
(Khoualdi et Boughrara, 2017).

Les tiges : anguleuses et ramifiées portent des feuilles opposées de forme ovale a oblongue et

couleur généralement verte a ’aspect brillant.

Les feuilles : sont nombreuses, opposées pétiolées de forme ovale, lancéolée et ailées. Elles
sont longues de 2 a 5 cm, entieres ou dentées et ciliees sur les bords, de couleur verte pale a
verte foncée (Khoualdi & Boughrara, 2017).

Classification d’Ocimum basilicum
Division : Magnoliophta

Classe : Magnoliopsida

>

>

>

» Ordre : Lamiales
» Famille : Lamiaceae

» Genre : Ocimum

» Espéce : Ocimum basilicum (Chenni, 2016).
1.

2.2. Zone de récolte de la plante :

Les échantillons de la plante ont été prélevés a partir d’un site de la région de Constantine

plus précisément dans la région de Hamma bouziane.
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B!‘I‘I
Hamidene

Hamma
BouZiane

IMosquee A
Abdelkader

Figure 17 : Zone de récolte de la plante (Ocimum basilicum).

1.2.3. Séchage :

Séchage des plantes La matiere végétale (Feuilles et fleurs) a été séchée a ’air libre sur des

papiers et dansun endroit a I’abri de la lumiére et ’humidité, pendant une semaine a 15 jours

jusqu’a ce qu’il soit completement sec.
1.2.4. Préparation de P’extrait aqueux

Vous pesez 100grammes feuilles de basilic, vous les broyez soit manuellement avec un
mortier soit avec un broyeur électrique, puis vous ajoutez 1l d'eau distillé et vous le mettez sur
un agitateur magnétique pendant a 35°c, apres 24h I'extrait est filtré avec un papier filtre
wattman, l'extrait filtré est évaporé en utilisant un rotavap réglé a 45°c. L'extrait brut obtenu

sera utilisé pour faire une solution mére qui sera administré aux rats Ait Salem, L. (2016).
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1.2.5. Pesticide I'Acétamipride

Est un nouvel insecticide appartenant a la famille des néonicotinoide, de formule chimique
C10 H11CIN4 (Mikiko, 2012).

Cet insecticide est largement utilisé, tant en agriculture niveau domestique contre de
nombreux variété d'insectes piqueur, suceur (thrips, mouche blanche, citadelles) (Sheets, 2012
; Testead, 2014).

2. Méthode

2.1. Lotissement et traitement

Les rats ont été traités par voie orale pendant 30 jours en fonction de leur poids corporel,
avec les doses suivantes :

+« Lot n°01 : contient O6rats témoins, recoit d’eau distillée par voie orale chaque jour pendant

30jours.

« Lot n°02 : Contient 06 rats traités, regoit le pesticides Acétamipride avec ladose115 mg/kg

gavage a 14h.

« Lot n°03 : contient 06 rats traités, recoit I'extrait aqueux d’Ocimum basilicum avec la dose

400mg/kg gavage a 10h.

« Lot n°04 : contient 06 rats traités, recoit I'extrait aqueux d’Ocimum basilicum avec la dose

400mg/kg gavage a 10h et le pesticides Acétamipride avec la dose 115mg/kg gavage al4h.

Figure 18 : Méthode de traitement par voie orale.
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2.2. Sacrifice et prélévement d’organes

Aprés 30 jours de traitement les rats de 4 lots ont été sacrifiés, les riens ont été rapidement

prélevés apres la dissection et rincés dans une solution de chlorure de sodium (NaCl) a 0,9%
puis pesées et conservées a température (-20°C), pour les dosages des différents parametres.

Figure 20 : Prélévement des reins.
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3. Méthodes de dosages des parametres biochimiques

Pour La premiére partie pour dosages des paramétres biochimique (protéine, glucides, lipides)
nous avons pris 1g du rien de chaque lot a l'aide de balance

3.1.Préparation d’homogénat TCA

Les échantillons témoins et traité ont été broyés a l'aide d'un broyeur magnétique dans l'acide
trichloracétique (TCA) a 10. Apres une premiére centrifugation (9000 tours/min, pendant
15min), le surnageant 1 obtenu est utilisé pour le dosage des glucides. Au culot I, on ajoute 1
ml de mélange éther/chloroforme (IVV/1V) et /le culot 2, le surnagent 2 sera utilisé pour le dosage
des lipides, et le culot 11, dissout dans la NaOH (0,1 N), servira au dosage des protéines.

Figure 21 : Préparation de dosage des paramétres biochimiques
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Figure 22 : Méthode d’extraction et dosage des principaux constituants biochimique
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4. Meéthodes de dosage
4.1.Dosage des lipides totaux

Les lipides totaux ont été déterminés selon la méthode de Goldsworthyet al, (1972).
Utilisant le réactif sulfo-phospho-vanillinique et une solution mere de lipides (2,5mg/ml)
Comme standard.

+ Additionné 1 ml d'acide sulfurique (98%), aprés agitation, les tubes sont chauffés un
bain-marie (100°C pendant 10 min) ; de chaque tube 200 pl sont ensuite prélevés et il
est ajouté 2,5 ml de réactif ;

#+ Les absorbances ont été lues aprés 30 min d'obscurité a une longueur d’ondede 530 nm.
4.2.Dosage des glucides totaux

Le dosage de Glucide a éte réalisé selon la méthode de Duchateau &Florkin (1959).

+ Additionner & une fraction aliquote 100ul du surnageant contenant dans les tubes de
différent échantillon
4+ Ajouter 4ml anthrone
#+ Chauffé le mélange dans bain marie a 80°c pendant 10 min une coloration verte se
développe dont l'intensité est proportionnelle a la quantité présente dans I'échantillon
+ Lecture de l'absorbance est faite a une longueur d'onde de 260nm.
4.3.Dosage de proteines totales

La teneur en protéines totales a été quantifiée selon la méthode de Bradford (1976) qui utilise
le bleu brillant de Coommassie (BBC) et I’albumine desérum de beeuf (BSA) comme standard.
Dosage de protéine :

4 Trouver le culot 2 dans le tube de différents échantillons.
Ajouter Iml NaOH.
Agitation.
Additionner a une fraction aliquote de 100ul

Ajouter 4 ml de bleu brillant de commassie BBC.

-+ F F ¥

Lecture de I'absorbance a spectrophotometres fait a une longueur d'onde 595 nm.
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5. Parametres du stress oxydative

5.1. Préparation de ’homogénat :
0.5 Gramme de rein de rats des différents groupes étudiés, a été utilise.

Aprés broyage et homogénéisation des tissus dans le tampon phosphate (TBS), on a procédé a
une centrifugation de la suspension cellulaire (9000 trous/min, 15 min), puis le surnageant

obtenu est aliquote dans des tubes Ependorf puis conservés a-20°C en attendant d’effectuer les
dosages des parametres du stress oxydatif.

5.2. Dosage du glutathion (GSH)
Principe de la méthode

Le principe de ce dosage repose sur la mesure de la densité optique de I’acide 2-nitro5-
mercapturique. Ce dernier résulte de la réduction de I’acide 5,5’-dithio-2-nitrobenzoique
(réactif d’Ellman ou DTNB) par les groupements (-SH) du glutathion. Une fois prépare,
I’homogénat doit subir une déprotéinisations par ’acide sulfosalicylique a 0,25% afin de
protéger les groupements (-SH) du glutathion selon la méthode de Weckbeker& Cory (1988).

Protocole expérimental

> Préparer les homogénats a partir de 0.5 ml de culture avec tampon phosphate EDTA
(0,01Mm).

Prélever 0.2 ml de 'homogénat.

0.05ml de la solution d’acide salicylique (0.25%).

Agiter et laisser pendant 15 minutes dans un bain de glace.

Centrifuger a 1000 tours/min pendant 5 min.

Prélever 0.2ml du surnageant.

Ajouter 1 ml du tampon Tris/pH 9.6.

Mélanger et ajouter 0.025 ml de I’acide 5,5 dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) a
0.01M.

Laisser pendant 5 min a une température ambiante et lire les densités optiques a 412 nm

YV V.V V VYV V V

contre le blanc réactif.

La concentration du glutathion est obtenue par la formule suivante :
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GSH (nmol GSH/ mg protéine) =

5.3.

DO x 1 x 1,525
13100 % 0,8x 0,5 x mg protéine

DO : Densité optique.

1 : Volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisations (0.8ml homogénat +
0.2 ml de I’acide salicylique).

1.525 : Volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du
surnageant (0.5 ml surnageant+1 ml Tris + 0.025 ml DTNB).

13100 : Coefficient d’absorbance du groupement —SH a 412 nm.

0.2 : Volume de I’homogénat.

0.2 : Volume du surnageant.

Dosage du Malondialdéhyde (MDA)

Principe de la méthode

Les malondialdéhydes (MDA) sont dosé selon la méthode d’Esterbauer et al (1992). Cette

méthode est basée sur la mesure colorimétrique de la réaction entre ’acide thiobarbiturique
(TBA) et le malondialdehyde (MDA) dans un milieu acide et chaud (100°C) en donnant un

produit rouge brun dont I'intensité de la coloration est mesurée a une longueur d’onde de 530

nm.

Protocol experimental

vV V.V V V V V V V

Prélever 375ul de surnageant

Aprés on ajoute 150ul de TBS

Ajoute 375 pl de TCA- BHT (TCA 20%, BHT 1%)

Vortex puis centrifugé a 1000 tr pendant 10min.

Prélevé 400 pL (surnageant)

Ajouter 80 uL HCL 0,6 Mol

Ajouter 320 pl de TRIS-TBA (TRis 26mol, TBA 12mM)
Meélange r et incubés au bain de marie a 80°C pendant 10min.

Lecture a 530 nm
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La concentration du MDA est calculée selon la loi de Beer-Lambert (DO = E.C.L)

DO .10°

C (nmol/mg protéing) = ———
( gprotéine) ==~

e C: Concentration en nmoles/mg de protéines ;

e DO : Densité optique lue a 530 nm

e E : Coefficient d’extinction molaire du MDA =1.56 10° M1 cm? ;
e L :Longueurdu trajet optiqgue =0.779 cm ;

e X : Concentration de I’extrait en protéines (mg/ml) ;

e F.d : Facteur de dilution : Fd = 0.2083.
5.4. Dosage de P’activité du glutathion peroxydase (GPx)

Principe de la méthode

L’activité enzymatique du glutathion peroxydase (GPx) a été mesurée par la méthode de Flohe
et Gunzler (1984). Cette méthode est basée sur la réduction de peroxyde d’hydrogéne (H202)
en présence de glutathion réduit (GSH), ce dernier est transformé en (GSSG) sous I'influence

de la GPx selon la réaction suivante :
H,0,+ 2GSH — GSSG + 2H,0

Protocole expérimental
Pour cela que, nous avons procédé aux étapes suivantes :

Prélever 0.2 ml de I'homogénat (surnageant).
Ajouter 0.4 ml de GSH (0.1 mM).
Ajouter 0.2 ml de la solution tampon TBS

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

YV V. V V V

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

minutes.

Y

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

Y

Mettre le mélange dans la glace pendant 30 minutes.
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» Centrifuger durant 10 minutes a 3000 tours /minutes.

» Prélever 0.48 ml du surnageant. 9 Ajouter 2.2 ml de la solution tampon TBS.
» Ajouter 0.32 ml de DTNB (0.001 Mol).

» Meélanger et apres 5 minutes lire les densités optiques a 412 nm.

La détermination de I’activité enzymatique de la GPx se fait a ’aide de la formule suivant :

(DO échantillon x DO étalon) x 0,04
DO étalon

GPx (umol GSH/mg protéine) =

e DO ¢chantillon : Densité optique de I’échantillon.
e DO ¢taion : Densité optique de I’étalon.

e (.04 : Concentration de substrat (GSH).
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Résultats et Discussion

I. Reésultats

1. Effet d’Acétamipride et Pextrait d’Ocimum basilicum leur combinaison sur les
paramétres de la croissance :

270
250

230

210

190

Poids corporel (g)

170

150
1 2 3 - 5 6 7 8 9 10

Durée de traitement

===t Moin  ==@==peticide ACT extrait aqueux ==@==extrait+peticide

Figure 23 : Evaluation de poids corporels chez les rats de 4lots dans 1® 10jours de

traitement

Les résultats obtenus lors de 1’évaluation des paramétres de croissance en termes de poids
corporel durant les 30 jours de traitement des différents groupes de rats
Pendant les 18 10 jours de traitement.
Les résultats obtenus montrent une augmentation du poids corporel chez les rats traités par
I'Acétamipride par rapport aux rats témoins.
Les résultats montrent également une augmentation de poids corporel chez le groupe traité par
I'extrait et le groupe traité par le pesticide en mixture avec I'extrait par rapport au groupe
témoin.
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Figure 24 : Evaluation de poids corporels chez les rats de 4lots dans 2¢™¢ 10jours de
traitement

Pendant le 2¢™ 10 jours de traitement par I'Acétamipride et I'extrait aqueux d'Ocimum
basilicum

Les résultats obtenus montrent une augmentation du poids corporel chez le groupe traité par
I'Acétamipride par rapport de groupe témoin,

Les résultats montrent également une augmentation de poids corporel chez le groupe traités
par I’extrait et le groupe traité par I'Acétamipride mixture avec I'extrait aqueux par rapport au

groupe témoin.
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Figure 25 : Evaluation de poids corporels chez les rats de 4lots dans 3®™¢ 10jours de
traitement

Pendant le 3¢M¢ (10 jours) de traitement par I'Acétamipride et I'extrait aqueux,

Les résultats obtenus montrent une augmentation du poids corporels des rats chez le groupe
traité par I’Acétamipride (ACM)en comparant au groupe témoin. Tandis que, on enregistre une

diminution du poids corporel chez le groupe traité par ’extrait aqueux et le groupe traité par
I’ Acétamipride en mixture avec l'extrait aqueux d'Ocimum basilicum par rapport au témoin.

Les résultats de I’évaluation des paramétres pondéraux suggérent que ’administration de

I'Acétamipride provoque une augmentation de poids corporel des rats traites.

Ces résultats sont en accord avec les travaux de (Gasmi, 2018) qui signalés que la perte de
poids associée a la perte d’appétit. Une diminution de I'apport alimentaire est due a une ROS,
la réduction du poids corporel peut étre due également du phénomene anorexique que les

animaux puissent subir avec le temps de I’exposition a xénobiotique et 1’état de stress dans

lequel vivent durant la période de cette exposition (Viviana, 2015 ; Chakroun et al., 2016).
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2. Effet de L’Acétamipride et Pextrait Ocimum basilicum sur les paramétres

biochimiques au niveau Rénal chez les rats

2.1. Taux des protéines
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Figure 26 : Variation de teneur en protéine (ug/g) du rein chez les rats traités durant 30 jours
par le pesticide (Acétamipride) et ’extrait (Ocimum basilicum)

Les résultats obtenus présentés dans la (figure26) montrent qu’il y a une diminution
statistiquement non significative (p>0.05) du taux de protéine desreins chez les lots traités par
la ACM comparant au lot témoin. Et une augmentation statistiquement non significative
(p>0.05) du taux de protéine des reins chez les lots traités par I'extrait Ocimum basilicum

comparant au lot témoin.

Par ailleurs une augmentation statistiguement non significative (p>0.05) dutaux de protéines

desreins chez les lots traités par les pesticides en mixture avec ’extrait Ocimum basilicum par

rapport au lot traité par I’ACM.

Les résultats actuels ont révélé une augmentation des protéines totales suite a I'administration
d'Acetamipride.
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Ce résultat est en accord avec I'étude de (Mongi et al. En 2011) ont signalé une diminution
des protéines chez le rat, et cet effet pourrait étre attribué aux dommages oxydatifs causes par

les radicaux libres.

De plus, cette augmentation pourrait étre due a l'induction de la synthése d'enzymes de
détoxification et de métabolisation sous I'effet du stress oxydatif, comme rapporté par (Nahid
et al., 2015). L'acétamipride et I'Azoxystrobine peut ainsi altérer le métabolisme des protéines,

des acides aminés et de leur synthese, selon une étude de (Pari et Amudha., 2011).

2.2. Taux de lipide
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Figure27 : Variation de teneur en lipide (ug/g) du rein chez les rats traités durant 30 jours par
le pesticide (Acétamipride) et I’extrait (Ocimum basilicum)

Les résultats obtenus présentés dans la (figure27) montrent qu’il y a une augmentation
statistiquement non significative (p>0.05) de taux des lipides dans les reins chez les rats

.traitées par ACM comparant au lot témoin

Par ailleurs une augmentation statistiguement non significative (p>0.05) de taux des lipides

dans les reins chez les lots traités par 1’extrait Ocimum basilicum comparant au lot témoin.

Les résultats montrent aussi une diminution statistiquement non significative (p >0.05) de
taux des lipides chez le lot traité par 'ACM et ’extrait Ocimum basilicum par rapport au lot

traité par ’ACM.
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D’aprées nos résultats ont observé que 1’administration d’Acétamipride chez les rats a
entrainé une perturbation métabolique, caractérisées par une augmentation du contenu

lipidique total par rapport au groupe témoin. Cette augmentation peut étre due a I’action des

radicaux libres en cas de stress oxydatif.

Ce résultat est en accord avec les résultats d’autres études qui ont mis en évidence une
augmentation de la peroxydation lipidique apreés traitement par les pesticides (Kehrer et al.
1993 ; Ahmed et al., 2000).

Les lipides présents dans les membranes, qui sont particulierement riches en acides gras
polyinsaturés (AGPI), sont une cible privilégiée des radicaux libres. Les acides gras avec un

plus grand nombre de liaisons doubles sont plus susceptibles de subir une peroxydation, un
processus oxydant nuisible pour la cellule (Hiltenbrand, 1999).

Les lipides sont également sujets a la peroxydation lipidique, qui entraine une altération de

I’organisation membranaire avec des changements de fluidité et de perméabilité (Durand et
al. 2013).
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2.3 Taux de glucide
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Figure 28 : Variation de teneur en Glucides (ug/g) du rein chez les rats traités durant 30 jours
par le pesticide (Acétamipride) et I’extrait (Ocimum basilicum).

Les résultats obtenus présentés dans la (figure28) montrent qu’il y a une diminution
statiquement non significative (p>0.05) de taux des glucides dans les reins chez les rats
traitées par ACM comparant au lot témoin.

Par ailleurs une diminution statistiquement non significative (p>0.05) de taux des glucides

dans les reins chez les lots traités par I’extrait Ocimum basilicum comparant au lot temoin.

Les résultats montrent aussi une diminution trés considérable non significative (p>0.05) de
taux des glucides chez le lot traité par la mixture de pesticide et ’extrait Ocimum basilicum par
rapport au lot traité par I’ACM.

Dans cette étude, les resultats montrent globalement une diminution non considérable du taux
de glucides dans les reins des rats traités avec le pesticide.

Nos résultats sont en accord avec des études antérieures qui ont montré des perturbations du
métabolisme glucidique chez les animaux exposés a des substances toxiques. Par exemple,
(Sangeetha et Deepa., 2016) expliquent la diminution de la teneur en glucides (hydrates de
carbone) dans le cas de stress par la glycogénolyse.

Les glucides sont présents dans I'organisme sous différentesformes, la forme la plus courante

est le glucose, obtenu a partir des sucres simples ou complexes apportés par I'alimentation, ils
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servent de carburant rapidement utilisable par les organes (Esterbauer et al, 1992). De plus,

les glucides sont une source primaire et immédiate d'énergie (Albert et al, 1986).
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3. Effet d’Acétamipride et de ’extrait Ocimum basilicum sur les parametres

enzymatique au niveau rénal chez les rats
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Figure 29 : Taux de MDA (umol/mg) du rein chez les rats traités durant 30 jours par le
pesticide (Acétamipride) et I’extrait (Ocimum basilicum)

Les résultats obtenus présentées dans la (figure29) montrent qu’il y a une augmentation

statistiquement non significative (p>0.05) deteneur de la malondialdéhyde MDA dans les riens
chez les lots traités par la ACM par rapport au lot témoin.

Par ailleurs une augmentation statistiquement non significative (p>0.05) de teneur de MDA

dans les reins chez les lots traités par 1’extrait Ocimum basilicum par rapport au lot témoin.

Par ailleurs une diminution statistiquement non significative (p>0.05) de teneur de MDA est
induite par I’utilisation de ACM et de I’extrait Ocimum basilicum par rapport au lot traité par
PACM.

D’aprés notre résultat présenté. On observe une augmentation du taux de MDA rénale chez
I’rats traité par I'Acétamipride par rapport aux témoins au dose 115 mg/kg.

Nos résultats sont en accord avec I'étudede (Chiali et al., 2013) qui montre une augmentation
de la concentration de MDA chez des rats exposés a des faibles dose de la métribuzine

L'augmentation de la peroxydation lipidique a conduit a la perturbation de l'intégrité de la

membrane des cellules rénale et a la fuite d'enzymes cytoplasmiques (Ben Amaraet al., 2011).
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3.2. Taux de GPx:
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Figure 30 : : Taux de GPx(umol/min/mg) du rein chez les rats traités durant 30 jours par le
pesticide (Acétamipride) et I’extrait (Ocimum basilicum).

Les résultats obtenus présentées dans la (figure30) montrent qu’il y a une diminution
statistiquement non significative (p>0.05) de ’activité de la GPx dans les reins chez les lots

traités par la ACM par rapport au lot témoin.

Par ailleurs une diminution statistiquement non significative (p>0.05) de I’activité de la GPx

dans les reins chez les lots traités ’extrait Ocimum basilicum par rapport au lot témoin.

Ils montrent aussi une augmentation statistiquement non significative (p>0.05) de I’activité
de la GPx dans les reins chez les lots traités par ’ACM avec ’extrait Ocimum basilicum par

rapport au lot traités par ’ACM

Les résultats montrent une diminution de taux de GPx dans le groupe traité au I'Acétamipride

comparativement aux témoins.

Ces résultats sont en accord avec les travaux antérieurs de (Ben Amara et al.,2011) qui ont
étudié ’effet de la Deltaméthrine dans le foie et le rein des rats Wistar, ils ont trouvé une

diminution d’activité de GPX aprés exposition a une dose de Deltamethrine.
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Ces auteurs ont attribué cette diminution a I’effet du stress oxydatif. En effet, ’Taugmentation
de la peroxydation lipidique affaiblit aussi bien le fonctionnement des membranes par la baisse

de leur fluidité que I’activité des enzymes membranaires et cytoplasmiques.
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Figure 31 : Taux de GSH (umol/min/mg) du rein chez le rat traité durant 30 jours par le
pesticide (Acétamipride) et I’extrait (Ocimum basilicum).

Les résultats obtenus présentées dans la (figure31) montrent qu’il y a une augmentation
statistiquement non significative (p>0.05) de I’activité de GSH dans le rien chez les lots traités

par la ACM par rapport au lot témoin.

Par ailleurs une augmentation statistiguement non significative (p>0.05) de ’activité de la
GSH dans les reins chez les lots traités par ’extrait Ocimum basilicum par rapport au lot témoin.

IIs montrent aussi une diminution trés considérable non significative (p>0.05) de lactivité
dela GSH dans les reins chez les lots traités par la ACM avec ’extrait Ocimum basilicum par

rapport au lot traité par ’ACM.

Les taux de GSH ont augmenté chez le groupe traité au I'Acétamipride au niveau des reins

par apport le témoin.
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Résultat et discussion

Nos résultats sont ne concordent pas avec l'étude de (Leila Houcin et al., 2016) qui ont

trouvé une diminution, hautement significative de GSH chez les rats mere et nouveau-né traité
par alpha-cyperméthrine.

Le glutathion joue un role important dans les mécanismes de détoxification cellulaire
constitue la premiere ligne de défense antioxydant. Le glutathion réduit a donc un rdle de
protecteur des cellules contre les actions toxiques (Saka et al., 2002). Les changements des

taux de GSH peuvent étre considérés comme un indicateur particulierement du stress oxydant
(Senouci et al., 2009).

63



Discussion générale




Discussion générale

Il.  Discussion générale

Le pesticide I'Acétamipride utilisé a grand échelle, et un grand nombre des étres vivants
sont exposés. Par cette étude, nous nous sommes intéressés a I’étude des déférents effets de ce
produit sur le systéme rénal chez les rats par voie orale. Pour atteindre notre objectif nous nous
somme procéder a une série d’analyse de paramétres de croissance (poids corporels),
enzymatiques (GPx), biomarqueurs de peroxydation lipidique (MDA) et non enzymatique tell
que (GSH) et sur les métabolites (protéines, lipides, et glucides) sur des rats males pendant 30
jours de traitement par gavage avec des doses de 115 mg/kg/j pour I'Acétamipride et de 400

mg/kg/j pour I’extrait d'Ocimum basilicum.

D’apres les résultats de notre recherche on a constaté une augmentation non significative
desindicateurs de croissance tels que le poids corporel et du paramétres biochimiques (lipides)
et lactivit¢ de (MDA et GSH) et avec une diminution non significative de I’activité

enzymatique de GPx elles taux de protéines et lipides.

Nos résultats indiquent que I'Acétamipride peut causer de multiples troubles rénales chez les

Rats. L’extrait d'Ocimum basilicum était en partie capable de rétablir 1°‘équilibre en termes de
certains biomarqueurs biochimiques enzymatiques et non-enzymatique de stress oxydant.

A la lumiére de tous ces résultats obtenus, Néanmoins, l'utilisation d’extrait de I'Ocimum
basilicum comme agent correcteur a abouti a des résultats probablement positifs sur quelques
parametres biochimique et de stress chez les rats traité par I'Acétamipride

En perspective, il est nécessaire d’approfondir ces conclusions par :

Faire des études histopathologiques et physiologiques, méme comportementales pour bien
élucider les effets de I'Acétamipride et voir les processus moléculaires de la correction par

I'extrait d'Ocimum basilicium.

Développer une forte dose de l'extrait d'Ocimum basilicum la plus efficace capable de

réduire les effets toxiques de I'Acétamipride comme effet correcteur.
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ANNEXES

1. Courbe d’étalonnage pour dosage des protéines

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution mere de I’Albumine (ul) |0 20 40 60 80 100
Eau distillé (ul) 100 80 60 40 20 O
Réactif BBC (ml) 4 4 4 4 4 4
DO
1.5 -
&
1.3 &
1.1 -
09 - . y =1.4867x+0.1571
R2=0.9013
0.7 -
0.5 -
%
0.3 -
0.1
0.1 ; ol.z 0I.4 OI.6 OI.8 1 1I.2
Protéines mg/ml

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




ANNEXE

2. Courbe d’étalonnage pour dosage des lipides

Tube 1 2 3 4 5 6
Solution mere de lipide (ul) 0 200 40 60 80 100
Solvantéther /chloroforme(ul) 100 80 60 40 20 O
Réactif SPV (ml) 25 25 25 25 2525
Lipide

- y * 0.0467x - 0.0637

0.2 RE=00753 P4

15 : /

= % ¢ Lipide

™ / Lingéaire (Lipide)

05 E

0 $ / i

0 : 6 3

Tableau/Figure (B). Réalisation de courbe d’étalonnage pour le dosage des lipides




ANNEXE

3. Courbe d’étalonnage pour dosage des Glucides :

Tube 1 2 3 4 5 6
Solution de glucose 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 O
Anthrone (ml) 4 4 4 4 4 4
glucide

-.

18 /"

04 ," Linéaire (glucide)

0 4 s 8

Tableau/Figure (C). Réalisation de courbe d’étalonnage pour le dosage des Glucides




ANNEXE

Matériel utilisé dans les différentes étapes de I’étude

VT | Portebarread’

o Les tubes secs en verre

o  Seringue.

o Agitateur magnétique.

o Les flacons.

o Congélateur.

o Boite de Pétri.

o Barreau magnétique.

o Pissette en polyéthylene.

o Eprouvette.

o Verre de montre en verre.

o Tubes épindorphes




ANNEXE

o Cuvette pour la spectrophotométrie

Matériel chimique

o Eaudistillée.

o TCA (Trichloro acétique).

o Anthrone.

o Acide sulfurique.

o Acide orthophosphorique (a 85%).

o Vanilline.

o BBC (Bleu Brillant de Coommassie).

o Ether.

o Chloroforme.

o Ethanol (a 95%).

o BSA (Albumine sérum de beeuf).

o Glucose.

o SSA (Acide sulfosalicylique).

o Tris.
o HCIL
o NaOH..

o EDTA (Acide éthyléne diamine tétracétique).

o DTNB (Pacide 5-5’-dithio-bis-2-nitrobénzoique).

o NaCl
o TBA
o BHT
o GSH
o H202

o Phosphate




