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Abstract

Neonicotinoids correspond to a class of insecticides, they are mainly used in agriculture,
from which the chemical substance Imidacloprid is distinguished, Is the most used in the
world and that it can also have harmful effects in the various organs of the body such as the

liver.

The objective of this work is to highlight the toxic effects of two doses of Imidacloprid (5
& 50 mg/kg/day) .For 40 days and we proceeded to the experimental application on rats of the

type “Westar” as an experimental animal model.

Our experiments have targeted several basic areas of experimentation, starting with the
work of enzymes cells and cell death. Our study is divided into three major areas of study,
studies of oxidative stress parameters (MDA, GSH, GPX, GST), parameter biochemical
(ALAT, ASAT) and metabolic (Lipids, Proteins, Carbohydrates), our results show that
Imidacloprid causes harmful effects on the organism resulting in an increase in the activity of
biological indicators of oxidation and a decrease in antioxidant enzymes in the cell juices of
the liver compared to controls. And that the intensity of toxicity increases with increasing
dose, and this is what the results showed between the two doses 5 and 50 mg/kg/day.

All of these parameters are signs of a possible hepatotoxicity.

Keywords: Imidacloprid, Oxidative Stress, Antioxidants, Pesticides.



Résumé

Les Néonicotinoides correspondent a une classe d’insecticides, on les utilise surtout
dans I’agriculture dont les quelle on distingue la substance chimique 1’Imidaclopride, est la
plus utilis¢é dans le monde et qu’elle peut posséde également des effets néfastes dans les

différents organes de 1’organisme comme le foie.

L'objectif de ce travail est de mettre en lumiére les effets toxiques de deux doses
d'Imidaclopride (5 & 50 mg/kg/jour) sur les cellules hépatique, Pendant 40 jours nous avons
procédé a I’application expérimentale sur des rats du type « Wistar» comme modéle animal

d’expérimentation.

Nos expériences ont ciblé plusieurs domaines d'expérimentation de base, a
commencer par le travail des enzymes cellulaires et la mort cellulaire. Notre étude est réalisee
par une expérimentation est divisée en trois importants axes d’études, étude des paramétres de
stress oxydatif (MDA,GSH ,GPX, GST), parametres biochimiques (TGO, TGP), et
métaboliques (Lipides, Protéines, Glucides), Nos résultats montrent que l'imidaclopride
provoque des effets nocifs sur l'organisme se traduit par une augmentation de l'activité des
indicateurs biologiques d'oxydation et une diminution des enzymes antioxydants dans les sucs
cellulaires du foie par rapport aux témoins. Et que l‘intensité de toxicité augmente avec
1‘augmentation de la dose, et c‘est ce que les résultats ont montré entre les deux doses 5 et 50
mg/kg/jour.

L’ensemble de ces paramétres sont des signes d’une éventuelle hépatotoxicité.

Mots-clés : Imidaclopride, Stress Oxydant, Antioxydants, Pesticides.
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Introduction

L’agriculture  est un processus par lequel les étres humains aménagent leurs
écosystemes et contrélent le cycle biologique d'especes domestiquées, dans le but de produire
des aliments et d'autres ressources utiles a leurs sociétés. Elle désigne I’ensemble des savoir-
faire et activités ayant pour objet la culture des sols, et, plus généralement, I’ensemble des
travaux sur le milieu naturel (pas seulement terrestre) permettant de cultiver et préelever des
étres vivants (végétaux, animaux, voire champignons ou microbes) utiles a 1’étre humain.

(Marc Dufumier, 2007)

Actuellement I’industrie a agriculture a pris un réle trés important Dans plusieurs

domaines, dont : les pesticides.

Les pesticides sont des substances chimiques utilisées dans le monde entier pour
lutter Contre les parasites, qui détruisent les cultures et transmettent des maladies aux
humains et aux animaux. Ils sont utilisés en agriculture pour améliorer la production
alimentaire en éradiquant les insectes indésirables et en contr6lant les vecteurs de maladies
(Uzunhisarcikli & Kalender, 2011).

Les pesticides appartiennent a plusieurs classes chimiques. Parmi les pesticides
courants, I’imidaclopride qui est un pesticide de la famille des néonicotinoides, insecticides
les plus utilisés dans le monde, et massivement employés en agriculture depuis le début des
années 1990 (Charvet, 2004).

L’hépatotoxicité est le pouvoir qu’a une substance (comme les médicaments) de
provoquer des dommages au foie. La toxicité du foie se manifeste sous forme d’inflammation
ou encore de nécrose (mort des cellules du foie), dans les cas plus séveres. La stéatose
hépatique survient I’or qu’il y a accumulation des acides gras dans le foie. (Rachel Therrien,
2009)

Les hépatocytes sont également soumis a un stress oxydant menant a la formation

d’espéces réactives de I’oxygéne endommageant I’ADN, les protéines et les

lipides. (Jaeschke, 2012)

Le stress oxydatif, parfois appelé stress oxydant, dans les systemes biologiques, le stress
oxydant est la conséquence d’un déséquilibre entre la production des radicaux libres et la des
tractions par des systémes de défenses anti-oxydantes donc ¢’est un déséquilibre de la balance
antioxydants/prooxydant en faveur des pro-oxydants. ( Koppenol ,2001)



Introduction

En biologie, la majorité des recherches ne concernaient que l'investigation des effets
toxiques des xénobiotiques, tandis que les mécanismes et les agents de détoxification et de
neutralisation n‘ont pas encore pris leur valeur comme des objectifs des études

expérimentales. C’est pour cela, dans ce travail, nous nous sommes intéresses comme
objectifs:

» Mise en évidence d’une éventuelle toxicité de l'imidaclopride sur les paramétres

biochimiques des rats de laboratoire (Rattus rattus de la race Wistar) comme modele

biologique.
» Estimation de I’activité enzymatique et non enzymatique suite a une intoxication orale

par I'imidaclopride et plus spécifiqguement au niveau du foie.

Dans le cadre de cette étude, nous mettrons en place un traitement de sacrifice par des essais

in vivo chez les rats Wistar, aprés 30 jours d’adaptation et 40 jours de traitement par gavage

orale.
Ce travail est divisé en deux parties essentielles. :

La premiere partie est consacrée a la synthese bibliographique et elle comporte deux

chapitres :

> Le premier chapitre concernant des généralités.
> Le deuxiéme chapitre parle des pesticides et déefinit le néonicotinoide utilisé.

La deuxieme partie est consacrée a la partie expérimentale et est partagée en deux chapitres:

> Le premier chapitre résume les matériels et méthodes utilisées durant ce travail.

> Le deuxiéme chapitre est consacré aux résultats et discussion.









Chapitre 01

1. Le Foie
1.1. Définition

Le foie est I’organe viscéral le plus volumineux du corps humain. C’est une glande
abdominale unique et asymetrique appartenant au systéme digestif de couleur rouge brun
(Flament et al., 1982). Le poids moyen du foie d’environ 1 500 g chez le cadavre est plus
élevé chez le sujet vivant qu'il est gorgé de sang : de 2300 a 2600 g (Marc, 2012). Il est
situé¢ dans la partie supérieure droite de 1’abdomen, dans la zone appelée hypochondre

droit, juste sous la cage thoracique et le diaphragme (Flament et al, 1982).
1.2. Anatomie et physiologie du foie

Le foie se situe dans la loge sous phrénique droite de la cavité abdominale, limité
par le diaphragme en haut et en dehors, le colon transverse et le méso colon transverse en

bas, La région ceeliaque en dedans (Klotz et al, 2000).

C’est un Organe trés malléable, il se moule sur les parois de I'abdomen et les visceres
voisins ; ces éléments sont en grande partie responsables de sa morphologie externe
(Castaing et al, 2006).

Il est entouré partiellement de péritoine et enveloppé d'une capsule fibreuse, la capsule
de Glisson, qui se creuse en sillons délimitant quatre lobes et qui s'invagine, sur sa face
inférieure, pour former le hile hépatique ; c'est au niveau du hile, que pénetrent et sortent
les vaisseaux sanguins et les nerfs, et que sortent les vaisseaux lymphatiques et les canaux
biliaires (Castaing et al, 2006).
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Figure 01 : La structure anatomique du foie (Dohme Corp et al, 2021)
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Le foie est composé d'au moins six types de cellules qui sont, a c6té des hépatocytes,
les cellules endothéliales, épithéliales biliaires, de Kupffer, les cellules de Ito et les pit celles.
Ces cellules interagissent et cooperent a la realisation de nombreuses fonctions metaboliques
et de transport. C’est également une interaction entre les cellules de Kupffer
(principalement) et les cellules de Ito qui semble étre I'élément déterminant du
développement des fibroses hépatiques. Enfin, dans le foie normal, des contacts spécifiques
entre les hépatocytes et d'autres cellules non parenchymateuses semblent essentiels a

I'expression des fonctions différenciées spécifiques. ( Castaing et al, 2006 ).
1.3.Les cellules hépatiques

Elle a généralement la forme d'un polyedre a 6 ou 8 face. Du fait de I'organisation des
lames hépatiques elle présente deux face opposées bordées par un capillaire, ce sont les
poles vasculaires . Elle posséde habituellement un noyau arrondi, volumineux, dont la taille
peut varier d'une cellule a l'autre. Cependant, les cellules binucléées peuvent se trouver
fréquemment (25% dans certaines espéces). Les mitoses sont exceptionnelles. L'enveloppe
nucléaire est réguliére et possede une double membrane comme les autre cellules; la
chromatine est filamenteuse ou granuleuse; on rencontre prés des masses de chromatine des
granulations de 30 nm de diametre environ qui semblent contenir des acides nucléiques; les

nucléoles sont constituées de filaments fins et de grains denses. (Poirier et al, 1980).
1.4. Fonction du foie
1.4.1Fonction sécrétoire exocrine (la bile)

«» Sécrétion exocrine de la cellule hépatique, se déverse dans l'intestin apres avoir été
drainée par les voies biliaires intra et extra-hépatique.
% Labilirubine est conjuguée par la glycuro-tansférase; la conjugaison rend le

produit soluble dans I'eau.

e

AS

Les acides biliaires sont synthétisés a partir du cholestérol.

s+ Une partie en est eliminée par les selles, le reste est réabsorbé par la muqueuse de
I'iléon distal et revient au foie par la veine- porte; c'est la cycle entéro-hépatique
(Poirier et al, 1980).

1.4.2. Fonction antitoxique

+«¢ Les produits non toxiques qui se dissolvent dans graisses (lipo-solubles) sont ensuite

reversés dans la bile, bile qui sera amenée dans l'intestin, et éliminée dans les selles.

4
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+¢+ Les produits qui se dissolvent dans I'eau (hydro-solubles) sont reversés dans le sang,
qui les méne jusqu'aux reins : ils sont éliminés par les urines.

< Ainsi, I'ammoniaque, qui est naturellement produite par le colon (fin du tube digestif),
posséde une forte toxicité neurologique.

% Menée au foie par la veine porte, 'ammoniaque est transformée par les cellules du foie
en urée, puis l'urée est apportée aux reins et sortie par les urines (Daphne gnidium et
al, 2018).

1.4.3. Fonction métabolique

¢ Il posséde grace aux hépatocytes, un role dans la synthése de 1’urée, de 1’albumine.

% L’intervient dans le métabolisme glucidique (stockage du glycogene,
néoglucogenese) et donc la glycémie .

% Ainsi que dans les métabolismes lipidique (B-oxydation des acides gras, synthése

de cholestérol et de phospholipides, lipogenese) et protéique (transformation des

acides aminés, formation des protéines plasmatiques sauf les immunoglobulines,

catabolisme de I’ammoniaque en urée).

X/
L X4

Il permet le stockage en particulier des vitamines A, D et B12 mais aussi du fer du

fait de la présence d’Apo ferritine dans les cellules hépatiques (Gandillet et al,

2004).
3. Les rats
3.1. Définition

Le rat est 1°‘espee la plus utilisée en nombre aprss la Souris. En pharmaco et toxicologie, le
rat est devenu une espée de choix en raison des similarités métaboliques avec l'espee
humaine, sa petite taille, sa nature relativement docile, sa faible longévité (2 — 3 ans), et sa

courte période de gestation. (Descat et al, 2001).
3.2. Classification

On distingue quatre grandes varietés de souches : les souches consanguines (in bred),
les souches non consanguines (out bred), les hybrides de premiere génération et les souches
mutantes. Il existe au total plus de 1400 souches et sous-couches répertoriées et utilisées en

recherche biomédicale. (Descat et al,2001)
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Les rats, Rattus rattus et Rattus norvegicus font partie de I’Ordre des Rongeurs. Cet
Ordre regroupe plus de 1 800 especes.Les rongeurs font partie de L’Embranchement des

Vertébreés, de la Classe des Mammiferes. (Tremblay et al, 2001)

Régne: Animalia Sous-regne : Metazoa Embranchement : Chordata
Sous-embranchement : Vertebrata . Classe : Mammalia Sous-classe : Theria
Infra-classe : Eutheria Ordre : Rodentia . Sous-ordre : Myomorpha

Famille : Muridae . Sous-famille : Murinae Genre : Rattus

Nom Binominal : Rattus norvegicus .

3.3. Les rats wistar

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

Le rat étant bien plus facile a élever que les singes (plus proches géenétiquement de
I'nomme), il est devenu l'une des especes les plus utilisées pour I'expérimentation animale.
Aprés la souris, c'est le rat qui est le mammifére le plus fréqguemment utilisé en
expérimentation animale (il compte pour a peu prés 20 % du nombre total de mammifeéres
utilises dans la recherche).Toutes les souches de laboratoire ont été produites par sélection a
partir de reproducteurs choisis par les éleveurs au sein d'élevages de Rat brun, dont les
premiers exemplaires provenaient de I'espece sauvage Rattus norvegicus.( George Krinke
et al,2000)

Figure 02: UN rat wistar (Wistar rat.jpg. Juin et al, 1992)
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3.3.1. Role des rats au laboratoire

Son rfe de vecteur de maladies est depuis longtemps la raison des tentatives d’éradication
du rat sauvage au contact de I’homme. De nombreuses méthodes sont utilisées, du pige
mécanique au poison. Actuellement, les anticoagulants ont prouvé leur efficacité mais les rats
semblent présenter de plus en plus de résistances ce qui amenuise 1’arsenal de dératisation. Il
semble donc indispensable de trouver de nouvelles molécules actives. L’étude réalisée ici vise
donc a prouver I’'importance zoonotique des rats en contact avec I’homme afin de démontrer
la nécessité de trouver de nouveaux moyens de lutte contre les rats porteurs de zoonoses.
Nous présenterons donc, dans une premige partie I’espée concernée ainsi que les zoonoses
qu’elle est susceptible de porter, en insistant particulierement sur les zoonoses recherchées.
Dans une deuxiéme partie, nous présenterons, 1’étude réalisée ainsi que les résultats

sérologiques obtenus, et enfin une synthése sera présentée (Harkness et al, 1994) .
3.4. .L'hepatotoxicité

3.4.1. Définition

Le foie est un organe important car il permet a note organisme d’éliminer les substances

nuisibles aux quelles nous sommes quotidiennement exposées (Larrey et al, 2006).

L’ hépatotoxicité¢ : est définie comme le pouvoir qu’a une substance (comme les
médicaments) de provoquer des dommages au foie. La toxicité au foie se manifeste sous
forme d’inflammation (on parlera d’hépatite) ou encore de nécrose (mort des cellules du foie),

dans les cas plus séveres.

La stéatose hépatique survient lorsqu’il y a accumulation de gras dans le foie. Le foie est
un organe important car il permet anotre organisme d’éliminer les substances nuisibles

auxquelles nous sommes quotidiennement exposees. (Rachel Therrien et al, 2009).
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3.4.2. Les Causes

e Des dommages au foie peuvent étre occasionnés par plusieurs médicaments y compris
les médicaments pour traiter le VIH.

e Presque tous les antirétroviraux ont été associes a des effets sur le foie mais plus
particulierement la névirapine (Viramune), la stavudine (ZeritMC), la didanosine
(VidexMC) et la zidovudine (Retrovir®, Combivir®).

e |l ya plusieurs autres causes possibles de toxicité hépatique, par exemple la
consommation d’alcool, I’'usage de drogues (tels que la cocaine et ’ecstasy). (Rachel

Therrien et al, 2009).

3.4.3. Les Maladies Du Foie

0,

% Le Cancer

Le cancer du foie est le cinquieme cancer le plus fréquent et la troisieme
cause de déceés par cancer dans le monde. Le carcinome hépatocellulaire (CHC)
est la plus fréquente des tumeurs malignes primitives du foie était le principal
type parmi les tumeurs hépatiques diagnostiquées en Europe pour la période
1998-2002 (Ribes et al, 2008). Généralement, le CHC se développe sur fond de
maladie du foie ou inflammation et cirrhose dans la majorité des cas. Tous les
facteurs de risque de cirrhose du foie jouent un réle dans la carcinogenese

hépatocellulaire.

% La Stéatose

La stéatose hépatique c’est un exces de graisse au niveau des cellules du
parenchyme hépatique (les hépatocytes), a savoir plus de 5 % du poids du foie
ou plus de 5% des hépatocytes chargés de gouttelettes lipidiques a I’histologie
(Lanthier et al, 2018).

s L’Hépatite

L’hépatite est un processus inflammatoire du foie, qui peut étre aigué ou
chronique. La guérison est spontanée dans la plupart des cas d’hépatites virales
aigués, mais dans certains cas elles peuvent progresser vers une hépatite

chronique (Koff et al, 1998). Les causes fréquentes d’hépatites sont les virus de
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I’hépatite, A ce jour, 5 virus provoquant une infection ciblée et une inflammation
du foie ont été identifiés. Ces virus, designes par les lettres A, B, C, D, et E
(Abro et al, 2009).

« LaFibrose

La fibrose hépatique est la réponse de cicatrisation tissulaire a diverses
agressions chroniques du foie qu’elles soient d’origine virale, parasitaire .Elle
peut évoluer vers une cirrhose et, si elle n'est pas évitée, elle peut entrainer un
cancer du foie et une insuffisance hépatique. La fibrogene hépatique est une
consequence physiopathologique des lésions hépatiques chroniques caractérisées
par une accumulation excessive de protéines de la matriceextracellulaire (Dhar
et al, 2020).

« La Cirrhose

La cirrhose du foie est une maladie chronique irréversible, elle est la
conséquence des maladies du foie causées par le virus de I'hépatite, I’ alcool, les
troubles meétaboliques, le cholestase, les troubles circulatoires, 1’auto-immunité,
les substances toxiques, les médicaments. Les cirrhoses hépatiques sont
caractérisent par la présence des tissu conjonctif et la formation des nodules de
régénérations aprées un nécrose ou inflammation. Ces problemes entrainent une
diminution de la fonction hépatique due a des troubles hépatocellulaires
(Arakawa et al, 2004).
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4 .Le stress oxydatif
4.1. Définition

Le stress oxydant est un syndrome résultant d'un déséquilibre entre les systemes de

défense antioxydants et la production de radicaux libres oxygénés (Favier et al, 1997).

Ce déséquilibre entre les systéemes de défense et de production des radicaux libres
entraine des lésions biochimiques au niveau des cellules de I’organisme du fait de leurs
conséquences sur le plan moléculaire. Telles que les altérations au niveau des protéines,
I’apparition de cassures au niveau de I’ADN, ou des atteintes de I’intégrité de la membrane

cellulaire par I’induction de la peroxydation
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Figure 03 : La balance d’équilibre entre les systémes pro et antioxydants (Favier et al,
2006).

4.2. Mode D’action De Stress Oxydant
4.2.1. Définition Des Radicaux Libres

Les radicaux libres sont des espéces chimiques (atomes ou molécules) qui ont un ou
plusieurs électrons uniques (€électrons non appariés) dans leur coquille et sont capables
d'existence indépendante (Halliwell et al, 1989). lls peuvent étre dérives de I'oxygene
(espéces réactives de I'oxygene ROS) ou d'autres atomes comme l'azote (especes réactives de
I'azote ERA) (Delattre et al, 2005). Les radicaux libres sont divisés en radicaux hydroxyle et

en radicaux superoxyde. Les radicaux hydroxyles sont les plus puissants des ROS (especes

10
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réactives de l'oxygéne) et ont une durée de vie extrémement courte (moins d'une
microseconde), ces radicaux diffusent trés peu et réagissent presque la ou ils sont générés.
Comparés aux radicaux hydroxyles, les radicaux superoxydes sont peu réactifs. Ils ont une
durée de vie relativement longue (environ 10 secondes) et se propagent bien au-dela de leur

lieu de production (Aminata et al, 2006).
4.2.2. Types Des Radicaux Libres

Les espéces réactives oxygénées (ERO) incluant les radicaux libres comme le radical
hydroxyl (OH.), le radical superoxyde (Q,.) et sa forme protonnée (HO,.), le radical peroxyl
(ROO.) et les espeées non radicalaires comme le peroxyde d’hydrogae (H,O;) et 1’oxygae

singlet (10,) sont des molécules hautement réactives (Chu et al, 2010).
4.2.2.1 .Les Protéines

Les acides aminés ont des sensibilités différentes a I’EOA. Les plus réactifs sont
I'histidine, la proline, le tryptophane, la cystéine et la tyrosine. Toute attaque de radicaux
libres sur les acides aminés provoque une oxydation de certains résidus, entrainant des
groupes carbonyles, des ruptures de chaines peptidiques et des doubles ponts tyrosine intra et
inter-chaines. La plupart des dommages sont irréparables et peuvent entrainer des
modifications fonctionnelles importantes (incapacité a reconnaitre les récepteurs par les
ligands, perte d'activité enzymatique). Certaines protéines oxydées subissent peu de
dégradation et forment des agrégats qui s'accumulent dans les cellules et les compartiments
extracellulaires.( Atkin et al, 2005)

4.2.2.2. Les Lipides

Les radicaux hydroxyles sont capables d'extraire I'nydrogéne du carbone situé entre les
deux doubles liaisons des acides gras polyinsaturés (AGPI) : c'est la premiere étape. Les

radicaux libres lipidiques réagissent avec les molécules d'oxygene.

Des groupes peroxyle (ROO¢) se forment, qui sont suffisamment réactifs pour extraire H+
des AGPI adjacents, facilitant ainsi la réaction . Cela conduit a des changements dans la
fluidité membranaire, ce qui conduit inévitablement a la mort cellulaire. Le peroxyde résultant
sera neutralisé par la glutathion peroxydase ou continuera a étre oxydé et décomposé en
aldéhydes (malondialdéhyde, 4-hydroxynonénal) dont I'activité pro-athérosclérotique est bien
connue. ( Atkin et al,2005)
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4.2.2.3. Les Acides Nucléiques ADN

Les bases nucléiques sont susceptibles d’étre directement oxydées par les ERO,
conduisant a la formation de 8-0x0-guanine, a 1’origine de mutations géniques (Barouki et
al, 2006). Certains affectent les bases, d’autres induisant des cassures dans les brins (Ré et
al, 2005). Ils conduisent a la dénaturation oxydante des acides aminés et par conséquent
modifient les structures primaires, secondaires et tertiaires des protéines (Pincemail et al,
1999). L’altération des bases nuclé€iques et les cassures perturbent les processus de

transcription (Deby et al, 2002).
4.3. Systeme anti-oxydant et détoxification :

> Les Antioxydants : Substance capable, mémefaible concentration, d’inhiber
I’oxydation d’un substrat.( Michel et al,2002 )

Les systémes daléfense de 1’organisme contre 1’activité des DROs sont multiples et
complexes et comprennent soit des systemes de prévention qui empéchent la formation des
DROs soit des systemes de réparation ou d’élimination des cibles biologiques endommagées
par les DROSs. Les principaux mécanismes impliqués dans la prévention de I’activité des anti -

oxydants sont :

e De transformer les DROs en espéces moins toxiques.

e D’empécher I’interaction entre espéces chimiques.

e De Prévenir ou réparer les Iésions induites par les DROs

Ces systemes peuvent étre soit enzymatiques, soit moléculaires. Ils peuvent étre

d’origines endogaes ou exogaes et peuvent étre des composés naturels ou
synthétiques. Le GSH joue un réle primordial dans les cellules ou il participe a la
synthesales protéines et de I’ADN, au transport des acides aminés et plus
généralement a la détoxification cellulaire. Enfin, le GSH permet la réduction du
peroxyde d’hydrogéneen eau selon une réaction catalysée par la glutathion
peroxydase. .( Michel et al, 2002 ).
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4.3.1.1. Les Antioxydants Enzymatiques
4.3.1.1. La Catalase

La catalase est une enzyme héminique capable de transformer le peroxyde d’hydrogéne

(généralement produit par les SOD) en eau et oxygéne moléculaire (Lindau et al, 1993).
Catalase

2 HgOz » HZO + 02

La catalase est une enzyme tétramérique, chaque sous unité comporte un groupement
ferriprotorphyrine dans son site actif avec un atome de fer a I’état Fe3 et une molécule de
NADPH. La fixation du NADPH par la catalase lui confére une protection contre I’attaque
del’H202 (Delattre et al, 2005). Présentes dans les hématies et les peroxysomes hépatiques
(Favier et al, 2003). 1l est particulierement important dans le cas d'une teneur limitée en
glutathion ou d'une activité réduite de GPX et joue un réle important dans le développement
de la tolérance au stress oxydatif dans la réponse adaptative des cellules (Wassmann et al,
2004).

4.3.1.2. Glutathion Peroxydase

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

polyinsaturés (Haleng et al, 2007).

Il existe des GPx avec ou sans résidu séléno-cystéine dans leur site actif mais les
plus courantes sont celles possédant une séléno-cystéine. Jusqu'a présent 5 GPx séléno-
cystéine ont été identifiées GPx1, GPx2, GPx3, GPx4 et GPx5 (Comhair et al, 2001).

L’ensemble des GPx séléno-cystéine catalysent la réduction des hydroperoxydes
minéraux ou organique en eau et en alcool lipidique respectivement, tandis que le
glutathion réduit (GSH) est transformé en glutathion oxydé (GSSG). Toutes ces
enzymes contiennent dans leurs sous-unités un a quatre atomes de sélénium selon
I’isoenzyme

(Delattre et al, 2005).
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Elles fonctionnent toutes selon le méme mécanisme catalytique suivant :
ROOH + GPx-Se"+H" | ROH + GPx-SeOH
ROH + GPx-SeOH + GSH » GPx-Se-SG + H20

GPx-Se-SG + GSH——  GPx-Se + GSSG + H”

ROOH +2GSH____, GSSG + ROH +H20

En présence de deux molécules de glutathion sous forme réduites, la glutathion
peroxydase catalyse la transformation de peroxyde d’hydrogéne en deux molécules d’eau. Au
fur et a mesure de sa consommation par la glutathion peroxydase, le glutathion doit étre
régenére, cela est rendu possible par une glutathion réductase qui consomme une molécule de

NADPH fourni par la voie des pentoses phosphates (Jacques et al, 2004).
4.3.1.3. Glutathionne-S-Transférase (GST)

Glutathion S-transférase est une famille de enzymes multifactorielles présentes chez
tous les organismes catalysent la conjugaison du glutathion & des substrats électrophiles
(Pemble et al, 1994). Ces enzymes sont impliquées dans la détoxification des d'une grande
variété de composés xénobiotiques (par exemple des agents cancérigenes, des médicaments
antitumoraux, les polluants environnementaux) et de composés endogéne (par exemple, des
peroxydes, des sous-produits de l'activité des espéces d'oxygene réactif) (Sherratt et al,
2001).
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1. Les Pesticides
1.1. Définition

Le mot « Pesticide », terme générique dérivé des termes latins « Caedere » (tuer) et
« pestis» (fléau), intégré a la langue anglaise des les années 1940, puis a la langue frangaise a
la fin des années 1950 est utilisé aussi bien dans le langage courant que scientifique.
Les pesticides ont comme caractéristique principale de lutter contre des organismes
nuisibles (animaux, végétaux, champignons) mais ils peuvent aussi réguler la croissance des
végétaux, avoir des propriétés défoliantes ou dessiccantes, ou encore améliorer le stockage ou
le transport des produits de culture .Selon la définition de la FAO (1986) un pesticide
est "une substance utilisée pour neutraliser ou détruire un ravageur, un vecteur de maladie
humaine ou animale, une espece végétale ou animale nocive ou génante au cours de la

production ou de I'entreposage de produits agricoles. (Insern et al,2013)
1.2. Classification des pesticides

Selon ’OMS (1991) Il existe de nombreuses classifications des pesticides, en fonction
de l'organisme visé, de la structure chimique du composé utilisé ou de la nature et de

la gravité des risques correspondants pour la santé.

Tableau 01: Mode d'action des herbicides, fongicides et insecticides. (Insern et al, 2013)

Herbicide
De contact Agit sur les parties de la plante avec lesquelles il entre en contact.
Systémique Absorbé par la plante, se déplace a l'intérieur de celle-ci.
Sélectif Ne contréle que certaines plantes parmi celles qui sont traitées.
Non sélectif Controle toutes les plantes traitées.
Riésidiiaive Se dégrade lentement et con’tujc‘)le les plantes pour une longue
période.
Fongicide
Préventif Protége la plante en empéchant que la maladie se développe.
Curatif Réprime une maladie qui est déja développée.
Insecticide
De contact Agit lorsque l'insecte entre en contact avec le produit.
D’inhalation Agit lorsque l'insecte respire le produit.
D’ingestion Agit lorsque l'insecte se nourrit du produit.
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1.3. Intérét de ’utilisation

. Dans 1’agriculture, les pesticides sont utilisés pour lutter contre les
insectes, les champignons, les parasites, et les herbes estimes nuisible a la
production et a la conservation de cultures et produits agricoles ainsi que pour le
trainement des locaux.

o Dans I’industrie en vue de la conservation de produits en cours de fabrication
(textiles, papiers) vis a vis des moisissures dans les circuits de refroidissement
vis a vis des algues et pour les désinfections des locaux.

o Dans les constructions pour protéger le bois et les matériaux
En médecine (paludisme, malaria typhus et autre épidémies) (Nahida et al, 2012).
1.4. Mode D’exposition Aux Pesticides

Les sources d’expositions sont multiples, puisque les pesticides sont présents dans tous
les compartiments de 1’environnement. L’exposition peut avoir lieu par contact direct avec
la source ou par contact indirect, En effet 1’organisme humain est donc exposé via
I’ingestion, I’inhalation ou 1’absorption cutanéo-muqueuse. Les voies prépondérantes varient
selon qu’il s’agit d’exposition en milieu professionnel ou en population générale, ¢’est-a-dire
selon deux contextes d’exposition : I’une habituellement élevée, 1’autre généralement

tres faible mais répétée dans le temps, voire chronique.

Les enfants et les femmes enceintes, ou plus exactement leur feetus, sont
des populations particulierement sensibles. Les enfants présentent des profils
d’exposition différents de ceux des adultes. Ils sont plus exposés par voie respiratoire,
mais aussi par ingestion lors du contact des mains souillées avec la bouche et lors de

I’allaitement ou par voie placentaire au stade feetal (Géraldine Amblard et al, 2009).
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Exposition

Exposition

accidentelle (par voie délibérde (& partir
cutanée, orale ou d’cau, d’air ou
respiratoire) d aliments)
Exposition o i1y
pos Exposition extra Suicides Homicides

professionnelle professionnelle (a
partir d’ecau, d air

ou d'aliments)

Courte Longue
durée durée

Courte durée Longue durée

Figure 03: Mode d’exposition aux pesticides (OMS, 1991)
1.5. Impact sur ’environnement

Les pesticides peuvent étre responsables de pollutions diffuses et chroniques ou aigués et
accidentelles, lors de leur fabrication, transport ou utilisation. Les risques pour
I’environnement sont d’autant plus grands si ces produits toxiques sont utilisés sur des
surfaces a des doses €élevées, présentant ainsi un danger pour la population et les écosystemes
(Lucile Montestrucq et al, 2016).

En effet, un traitement important avec des pesticides au niveau du sol peut entrainer une
baisse des populations de microorganismes bénéfiques pour le sol et contaminer méme
les eaux souterraines, la pollution des eaux souterraines due aux pesticides est un
probleme mondial.une fois que les eaux sont polluées la contamination peut prendre

plusieurs années pour se dissiper (Calvet et al, 2005).

En outre les pesticides peuvent étre toxiques pour les insectes bénéfiques, les oiseaux, les
mammiferes, les amphibiens ou les poisons. L’empoisonnement de la faune sauvage résulte
de la toxicité d’un pesticides et de ses autres propriétés, les pesticides utilises en agricultures
peuvent réduire I’abondance des mauvaises herbes et insectes qui sont une source importante

de nourriture pour de nombreuses espéces animales .(Elkhansa et al, 2016)
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Figure 04 : Impact des pesticides sur I’écosysteme (Dorothée et al, 2011)
1.6. Effet des pesticides sur la santé

La contamination de I’homme par pesticides peut se faire par différents voies, il peut
absorber via les aliments et 1’ecau ou par contact avec la peau ou encore par inhalation,
Certains produits qui présente une toxicité aiglie importants peuvent étre élimines facilement

par ’organisme (Nahida, 2012).

Cependant, d’autre substance de toxicité moindre sont susceptible de s’accumuler dans
I’organisme et d’induire des effets a plus long terme qui sont difficilement quantifiable.
D’autre  part, ces produits sont transformés a la fois en différents métabolites
susceptibles d’engendrer d’autre répercutions sur I’organisme humains (J.Boland et
al, 2004), en effet de nombreuses études épidémiologiques montrent que 1’exposition
aux pesticides augmente notablement le risque de survenue de cancers, de troubles de la

reproduction et de maladies neuro-dégénératives (Jinky et al, 2010).
2. Le Néonicotinoide
2.1. Définition

Les neonicotinoides correspondent a une classe d'insecticides neurotoxiques et sont tres
fréqguemment utilisés de par le monde. Leur succes tient notamment a I'impact plus modéré de
leur toxicité sur les neurones des mammiféres, par rapport aux précédents insecticides utilisés,
les organophosphates et les carbamates. Ils sont cependant pointés du doigt car accusés d'étre
a l'origine du déclin des populations d’abeilles, mais aussi de ne pas étre inoffensifs pour

I'Homme (Fatura et al, 2001).
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2.2. Les Types
La famille des néonicotinoides est composée de sept molécules :

I’imidaclopride
le thiaméthoxame

la clothianidine

>

>

>

> le dinotéfurane
» 1’acétamipride
> le nitenpyrame
>

le thiaclopride

Commercialisées par des géants de I’agrochimie comme Bayer ou Syngenta, elles
représentent aujourd’hui environ 40 % du marché mondial des insecticides agricoles.

(Stéphane Foucart et al, 2016).
2.3. La Toxicité de néonicotinoide
Leur toxicité aigué pour les mammiféres est variable selon les molécules.

Chez I’insecte comme chez 1I’homme, les néonicotinoides se comportent comme des
agonistes des récepteurs post-synaptiques a 1’acétylcholine (AChe), neurotransmetteur du
systéme nerveux central, du systéme nerveux parasympathique, et d’une partie du systéme

sympathique. (Sheets LP et al, 2010)
2.4. La Relation entre le pesticide néonicotinoide et I'hépatotoxicité

Les pesticides ont I'avantage de maximiser le rendement agricole et la qualité des produits,
de minimiser la main-d'ceuvre, de répondre aux exigences phytosanitaires et de promouvoir
les ventes de produits agricoles. En plus de I'agriculture, les pesticides sont utilisés pour
protéger le bois et les tissus et protéger la santé publique. Cependant, les pesticides ont des
effets déléteres sur les systemes immunitaire et endocrinien et peuvent provoquer
I’hépatotoxicité et les cancers. Les feetus, les enfants, les femmes enceintes et les personnes

agées sont particulierement vulnérables. (Miroslav Ouzky et al, 2007).
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3. L'imidaclopride
3.1. Définition

L’imidaclopride est un insecticide systémique appartenant a une classe de produits
chimiques appelés néonicotinoides qui agissent sur le systeme nerveux central des insectes.

En bloquant les récepteurs nicotiniques de I'acétylcholine. (Gervais et al, 2010.).
3.2. La Composition Chimique

L’imidaclopride (1-(6-chloro-3-pyridylmethyl)-N-nitroimidazolidin-2-ylideneamine),
est un chloro-nicotinyle systémique insecticide sa formule développée est représentée dans
la figure 03, qui agissent comme agonistes des récepteurs nicotinique post synaptiques de
I’acétylcholine (nAChRs), dont le mode d’action sur le systeme nerveux des insectes differe
de celui des produits neurotoxiques traditionnels (Wamhoff et al, 1999). Il s’agit d’un
insecticide utilisé dans le monde entier, qui a été commercialisé en 1991 par Bayer AG et
Nihon Tokushu Noyaku Seizo KK et a été utilisé de plus en plus depuis lors. Il est Utilisé
principalement pour contrdler les insectes suceurs sur les cultures comme les pucerons, les

cicadelles, les thrips et termites (Tisler et al, 2009).

= N H

C N N~NO,

Figure 05: La Structure Chimique De L’imidaclopride (Wambhoff et al, 1999).
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3.3. Caractéristiques Physico-Chimiques

Tableau 02 : Les propriétés physicochimiques d’imidaclopride (Al-Sayeda et al, 2007)

Cristaux sans couleur avec une odeur
Aspect physique caractéristique faible

1-6-chloro-3-pyridylmethyl)
Nnitroimidazolidin-2-ylidene-amine
Formule brute C9H10CIN502

Nom Chimique

Poids moléculaire [élmole] 255.7
136.4 °C (forme en cristal 2)

143.8°C (forme en cristal 1)

Point de fusion

Pression de vapeur 4.10° Ppaa20°C
Log du coefficient de partage 0.57a21°C
Octanol- eau (log Kow)

Constante de Henry [Pa.m3/mole] 2.10320°C
Densité 1.54/mla 20 °C

3.4. Le Métabolisme

Le métabolisme de I'imidaclopride est simple; il existe deux voies principales de
métabolisme dans les systémes mammiferes. Le premier est le clivage oxydatif en
imidazolidine, qui ne semble pas étre métabolisé davantage, et I'acide nicotinique 6-Cl. Le
fragment imidazolidine est excrété directement via l'urine, et le fragment nicotinique est
dégradé via une conjugaison au GSH eu dérivé d'acide mercapturique et ensuite au 1’acide
méthylmercaptonicotinique. La deuxiéme importante voie de biotransformation est
I'nydroxylation de la molécule dans I'anneau imidazolidine suivi de I'élimination de I'eau sous

la formation d'un métabolite insaturé (Thyssen et al, 1999).

L'imidaclopride est rapidement absorbée par le tractus intestinal et rapidement distribué
dans le systeme mammifére, il est rapidement absorbée, métabolisé dans le foie et excrété

principalement via l'urine (Vardavas et al, 2018).
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3.5. Le Mode D’action

Le mode d’action des insecticides nicotinoides a été décrit par Schroeder et al,1984
comme un effet sur les synapses cholinergiques qui entraine un blocage post synaptique
conséquent dans le systeme nerveux du Cafard américain. Nous comprenons maintenant que
I’imidaclopride au récepteurs nicotinergiques de 1’acétylcholine. Cette liaison est tres
spécifique, impliquant uniquement des récepteurs nicotiniques et non muscariniques, qui

déclenchent une toxicité typique des réactions nicotiniques (Thyssen et al, 1999).
3.6 .La Toxicitd’imidaclopride
3.6.1. Toxicité aigué

Selon I'OMS et I’agence de protection de 1'environnement des EtatdJnis, I’imidaclopride
est classée dans la catégorie «modérément toxique» classe Il ou Ill, et présente une toxicité
aigué par voie orale plus importante chez la souris que chez le rat : la DL50 orale est de 450

mg.kg-1 de poids corporel chez le rat et 131 mg.kg-1 chez la souris (Ajermoun et al, 2021).
3.6.2. Toxicité chronique

Plusieurs études illustrent la toxicité de I’IMI par ses différents mécanismes et leurs
effets sur différents organes comme le ceeur, les reins, le systéme nerveux et méme la mort.
Des études récentes montrent des effets de toxicité de I’'IMI sur le systéme immunitaire, en

plus des effets sur la reproduction chez les rats males (Hassan et al, 2019).

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

3.7. L’Hpatotoxicitée I’Imidaclopride

L’hépatotoxicité est I’un des principaux effets secondaires de la toxicité de I’IMI car
le foie est ’organe principal pour la détoxification et de métabolisation des  pesticides
(Hassan et al, 2019). L’exposition a long terme a I'MI a provoqué des changements
histopathologiques dans le foie, des inflammations a long terme et le stress oxydatif, ces
derniers provoquent une fibrose hépatiqgue comme un processus de récupération du la forme
normal du foie (Lohiya et al, 2017Db). Et aussi des 1ésions hépatiques, telles que I’hémorragie,
une dégenérescence hépatocytaire, et la congestion sinusoidale et la dilatation (Bizerra et al,
2020).
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L’imidaclopride induit le stress oxydatif chez le rat, cela provoque un déséquilibre aux
niveaux des enzymes antioxydants endogéenes. Cette perturbation dans le systeme
enzymatique (antioxydant), se manifeste par la peroxydation lipidique et I'oxydation des

protéines ce qui conduit & une Iésion tissulaire hépatique (Lohiya et al, 2017b).
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1.1. Matériel biologique et condition d’élevage

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

scientifique.

Figure 06 : Rat male Rattus rattus de la race Wistar.

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

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

Les rats sont élevés dans des cages en polyéthylene qui sont tapissées d’une litiere
constituée de copeaux de bois. Les cages ont été nettoyées et la litiere changée

quotidiennement.

Figure 07 : Conditions d'élevage des rats Rattus rattu
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1.2. Matériel Chimique

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

traitement des rat.

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

agitateur.
2. Méthode
2.1. Lotissement et traitement
2.1.1. Lotissement
Les rats males ont été répartis en 03 groupes de 10 rats chacun, il s'agit de :
Lots n°1 : contient 10 rats comme témoin ne subit aucun traitement.
Lots n° 2 : contient 10 rats traités par IMI en raison de 5 mg/Kg par voie orale

Lots n° 3 : contient 10 rats traités par IMI en raison de 50 mg/Kg par voie orale (chaque jour

pendant 40 jours).

Figure 08: Méthode De Traitement Par Voie Orale.
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2.1.2. Sacrifice et prélevement d’organes

Aprés 40 jours de traitement les rats de 3 lots ont eté sacrifiés, les foies ont été
rapidement prélevés apres la dissection et rincés dans une solution de chlorure de sodium (Na

Cl) a 0,9% puis pesées et conservées a température (-20°C), pour les dosages des différents
parametres |

Figure 09 : Le sacrifice de rat.

Les rats sacrifiés ont été pesés puis ouverts ventralement pour le prélévement des foies
(figure 10)

Figure 10 : Prelévement des foies.
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3. Méthodes de dosages des parametres biochimiques
3.1. Parametres métaboliques
3.1.1. Extraction et dosage des métabolites

L'extraction des différents métabolites a été réalisée le procédé de Shibko S,
Koivistoinen P, Tratnyek C.A, Newhall A.R, Fridman L,1966 et les principales étapes
sont résumées dans la (figurel2) Les échantillons témoins et traités sont broyés a I’aide d’un
broyeur magnétique dans 1’acide trichloracétique (TCA) a 20% (200 mg d’organe 1ml de
TCA). Aprés une premiére centrifugation (5000 tours/min, pendant 10min), le surnageant I
obtenu est utilisé pour le dosage des glucides totaux selon la méthode de (Douris et al,
2009) .Au culot I, on ajoute 1 ml de mélange éther/chloroforme (1V/1V) et aprés une
seconde centrifugation (5000 tours/mn, pendant 10mn), on obtient le surnageant Il et le culot
I1, le surnagent 11 sera utilisé pour le dosage des lipides, selon (Goldsworthy et al. 1972) et le
culot 11, dissout dans la NaOH (0,1 N), servira au dosage des protéines, selon Bradford,
1976.
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Figure 12 : Méthodes d'extraction et dosage des principaux constituants biochimiques
(glucides, lipides, protéines.)
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3.1. 2. Méthodes de dosage
3.1.2.1. Dosage Des Glucides Totaux

Le dosage des glucides a eété réalise selon la méthode de Douris et al,
2009 .Cette méthode utilise 1’Anthrone comme réactif (150 mg d’Anthrone, 75 ml d’acide
sulfurique et 25ml d’eau distillée) et une solution mere de glucose (1g/l) comme

standard, La méthode consiste a :

e Additionner a une fraction aliquote de 100 ul du surnageant contenu dans un tube a essai
des différents échantillons, 4 ml de réactif d'Anthrone.

e Chauffer le mélange dans un bain marie a 80 °C pendant 10 min, une coloration verte se
développe dont l'intensité est proportionnelle a la quantité de glucide présente dans
1I’échantillon.

e La lecture de I'absorbance est faite a une longueur d'onde de 620 nm.

3.1.2.2. Dosage Des Lipides Totaux

Les lipides totaux ont été déterminés selon la méthode de Goldsworthy et al, 1972
utilisant le réactif sulfo-phospho-vanillinique (0,38g de vanilline, 195ml d’acide ortho-
phosphorique a 85% et 55 ml d’eau distillée) et une solution mére de lipides (2,5mg/ml)

comme standard.

e Additionné 1 ml d'acide sulfurique (98%), apres 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 ;

e Les absorbances ont été lues aprés 30 min d'obscurité a une longueur d’onde de 530 nm.

3.1.2.3. Dosage de protéines totales

Le dosage des protéines est effectue selon la méthode de Bradford (1976) qui utilise le
bleu brillant de coomassie (BBC) comme réactif. Celui-ci révele la présence des protéines en
les colorants en bleu. Et (B.S.A) comme standard. La gamme d’étalonnage a été réalisée a
partir d’une solution mére d'albumine de sérum de beeuf (BSA). (1 mg/ml) et le B.B.C

(conservation environ 21 jours a 4°C) qui se prepare comme sulit:
e 100 mg de BBC + 50 ml d’éthanol Agitation pendant deux heures;
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e 100 ml d’acide ortho-phosphorique sont alors ajoutés et le tout est complété a 1000 ml
avec de I’eau distillée;

e Le dosage des protéines a été effectué dans une fraction aliquote (100 ml);

e Les absorbances ont été lues au spectrophotomeétre a une longueur d’onde de 595 nm.

3.2. Parametres Du Stress Oxydative
Qui comprend des parameétres enzymatiques et non enzymatiques.
3.2.1. Biomarqueurs Non Enzymatiques

a. Dosage du Malondialdéhyde (MDA)
Le MDA est I’'un des produits terminaux formés lors de la décomposition des acides

gras polyinsaturés (PUFA) méditées par les radicaux libres.
- Principe

Les malondialdéhydes (MDA) sont dosé selon la méthode d’Esterbauer et al (1992).
Cette méthode est basée sur la mesure colorimétrique de la réaction entre 1’acide
thiobarbiturique (TBA) et le malondialdéhyde (MDA) dans un milieu acide et chaud (100°C)
en donnant un produit rouge brun dont I’intensité de la coloration est mesurée a une longueur

d’onde de 530 nm.

- Protocole expérimental

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

Centrifuger a 3000 tours/min pendant 10 min;

Prélever 375 pl de surnageant;

Ajouter 150 pl de solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 7.4);
Ajouter 375 pul de solution TCA-BHT (TCA 20%, BHT 1%);

Agiter et centrifuger a 1000 tours/min pendant 10 min;

Prélever 400 pl de surnageant;

Ajouter 80 ul d’HC1 0.6 M;

Ajouter 320 pl de solution Tris-TBA (Tris 26 mM, TBA 120 mM);

Mélanger et incuber au bain marie a une température de 80°C pendant 10 min;

YV V.V V V V V V VY

» Lire La densité optique a A = 530 nm.

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

C : la concentration en nmole /mg de protéines.

DO : densité optique lue a 530 nm.

E: Coefficient d’extinction molaire du MDA = 1,56.105 M-/cm.
L : Longueur de la cuve utilisée (1cm).

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

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

o

Dosage du glutathion (GSH)

- Principe de la méthode

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

- Protocole expérimental

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

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

sulfosalicylique (SSA) 0,25%;

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

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

Prélever 0,5 de surnagent;

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

de DTNB et 0,5ml du surnageant.

YV V V V

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

La concentration du glutathion est obtenue aprés application de la formule suivante :
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GSH DOx 1 x 15

1SH/mgdes protienes
maq 13100 x O % 0.5

e DO : ladensité optique.

e 1: Le volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation (0,8 ml de I’homogénat
+ 0,2ml de I’acide salicylique).

e 1,525 : Le volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du
surnageant (0,5ml surnageant + 1ml Tris-EDTA + 0,025ml DTNB).

e 13100 : Coefficient d’absorbance (concernant le groupement (-SH) a 412 nm).

e 0, 8: Le volume de I’homogénat.

e 0,5: Le volume du surnageant trouvé dans un 1,25ml

La concentration de GSH est mesurée par rapport & 1mg de protéine. C’est pour cela ce

dosage doit étre accompagne par le dosage des protéines.

3.2.2. Biomarqueurs enzymatiques

a. Dosage de ’activité du glutathion peroxydase (GPx)

L’activité enzymatique du glutathion peroxydase (GPx) a été mesurée par la méthode de
Flohe & Gunzler. 1984. Cette méthode est basée sur la réduction de peroxyde d’hydrogene
(H20,) en présence du glutathion réduit (GSH), ce dernier est transformé en (GSSG) sous

I’influence de GPx selon la réaction suivante :

- Protocole expérimental
» Préparer les homogénats a partir de 200mg d’organe avec tampon d’homogénation TP
(pH 7,4);
Centrifuger a 3000 tours/min pendant 10 min;
Prélever 0.2 ml de surnageant;
Ajouter 0.4 ml de GSH (0.1 mM);
Ajouter 0.2 ml de solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4);
Incuber au bain marie & 25°C, pendant 5 min;

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

vV V V V V VYV V

Ajouter 1 ml de TCA (1%) pour arréter la réaction;
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Mettre le mélange dans un bain de glace pendant 30 min;
Centrifuger durant 10 minutes a 3000 tours /min;

Prélever 0.48ml de surnageant;

Ajouter 2.2ml de solution tampon TBS;

4Ajouter 0.32ml de DTNB (1mM);

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

V V V VYV V

La détermination de I’activité enzymatique de la GSH-Px se fait a 1’aide de la formule
suivante:
(D¢ DOb). 0,04

GPx(umol. mg de protéine)

) Ib(i'l
e DO: échantillon : Densité optique de 1’échantillon.
e DO étalon: Densité optique de 1’étalon.
e 0.04: Concentration de substrat (GSH).

- Calcule P’activité GPx

La détermination (calcule) de I’activité de la GPx se fait de la fagon suivant:

- Activité de GSH consommée/min/gr de protéine.

- Blanc=0.04 micro mole de GSH réduit —DOD.

- Extrait=0.04 micro mole de GSH réduit — DOe.

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

X= (D0e—DODb) x 0.04/D0 b = quantité de GSH réduit disparue (oxydée) dans 0.2 extrait dans

Iml.

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

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

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

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

glutathion (GST), la conjugaison entraine la formation d’une molécule novelle.

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

réaction suivante:

NO2

GST
GS'L A = O2N \ SGHCl +H

NO2
NO2
La valeur de la densité optiqgue mesurée est directement proportionnelle a la quantité de
conjugué formé elle-méme li¢e a I’intensité de I’activité GST.
Pour cela, nous avons procédés aux étapes suivantes:

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

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

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

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

» Lalecture de I’absorbance se fait & 340 nm apres 30 s en intervalle de3 min. La

concentration de la GST est obtenue par la formule suivante :

(DO échant/min — DO blanc/min)

GST(nmol GST/min/mg protéine) = z
9,6 x mg de protéine

e ADO échantillon — ADO blanc : moyenne des DO des échantillons par minute —

moyenne des DO des Blancs par minute.
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e g: Coefficient d’extinction moléculaire du C-DNB, ¢ C-DNB=9.6 mM-1.cm-1

e L: Trajet optique de la cuve =1cm.

4. Dosage Des Transaminases

Les transaminases sont des enzymes contenues essentiellement dans le foie et les muscles,

mais aussi les reins et le cceur.

e 41.TGO
Est une enzyme localisée essentiellement dans les cellules des muscles striés (muscles

squelettiques et cardiaques), dans 1’hépatocyte et 1’érythrocyte.

v Principe selon le Spinreact

v
Aspartate aminotransférase (AST) formellement appeler le glutamate oxaloacétate
(GOT) catalyse le transfert réversible d'un groupe amino de I'aspartate pour former
cétoglutarate et le glutamate oxaloacétate. L'oxaloacétate est réduit en malate par la
malate déshydrogénase (MDH) et NADH, H + (Murry, 1984) :

Aspartate + o-Ketoglutarate AST  Glutamate + Oxalacetate
 —

Oxalacetate + NADH + H* MDH Malate + NAD*
 —

Le taux de diminution de la concentration de NADH, mesurée par photométrie, est

proportionnelle a la catalytique d'AST présente dans I'échantillon.

v' Mode opératoire

Le prélevement du sang pour le dosage du TGO s’effectue dans des tubes secs.

v On prend trois tubes ;

v/ On met 1000 pl du réactif 1 (R1) dans chaque tube ;

v/ On met 100 pl de la solution du standard dans le tube 2, 100 pl du sérum dans le tube
3 et le tube 1 est un blanc.

v Lalecture :
On fait la lecture de la densité optique a I’aide d’un spectrophotometre a longueur
d’onde de 340 nm.

v Calculs :

AA/min 41750 = U/L de AST |36
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42. TGP

Principe selon le Spinreact :

Alanine aminotransférase (ALT) Glutamate pyruvate transaminase (GPT) catalyse le
transfert réversible d'un groupe amino avec alanine pour former glutamate et pyruvate.

Le pyruvate produit est réduit en lactate par lactate déshydrogénase (LDH) et NADH:

Alanine + a-Ketoglutarate ALT glutamate + Pyruvate
Pyruvate + NADH + H* LDH Lactate + NAD*

Le taux de diminution de la concentration de NADH, mesurée par photomeétrie, est

proportionnelle a la catalytique d'ALT présente dans I'échantillon.

v

Mode opératoire

Le prélevement du sang pour le dosage du TGO s’effectue dans des tubes secs. On
prend trois tubes :

On met 1000 pl du réactif 1 (R1) dans chaque tube ;

On met 100 pl de la solution du standard dans le tube 2, 100 pl du sérum dans le tube
3 et le tube 1 est un blanc.

La lecture

On fait la lecture de la densité optique a I’aide d’un spectrophotometre a longueur
D’onde de 340 nm

Calculs :

AA/min. 1750 = U/L de ALT
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5. Etude Statistique

» Ces calcules ont été effectués a 1’aide de logiciel MINITAB d’analyse et de
traitement statistique des donnés (version 18.01).

> Les résultats obtenus sont traités sous la forme de (Moyenne + Ecartype) et en
suites ont représenté en des graphes a I’aide de Microsoft office Excel 2010.

» La signification de différence entre le lot témoin et les lots traités est vérifiee
en utilisant le test de Dunette et de Tukey.

> La valeur trouvee par le calcul du test peut affirmer que les populations sont

différentes avec un risque d’erreur p tel que :

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

0,05 >p > 0,01 = la différence est significative *

0,01 >p > 0,001 = la différence est hautement significative = **

p < 0,001 = la différence est trés hautement significative il

> Nous avons déterming, grace aux statistiques élémentaire ; les paramétres
statistiques pour chaque lot expérimental. Les données ont été analysées par

I’analyse de la variance a un seul critére de classification (ANOVA I).
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1. Effet du ’Imidaclopride (IMI) sur les paramétres biochimiques dans le foie chez

les rats
1.1. Effet Sur Le Taux Des Glucides

Les variations du taux des glucides dans le foie chez les rats témoins et les rats traités

sont représentées dans la figure 13et le tableau 03.

Les résultats obtenus montrent une augmentation de la teneur hépatique en glucide avec
une différence tres hautement significative (p< 0,001) chez les rats traités par I’IMI (50mg/kg)
et d’une fagon hautement Significative chez les lots traités par I’'IMI (5 mg/kg) par rapport au

témoin.

Tableau 03: Variations de taux des glucides hépatiques chez les différents lots

expérimentaux.

Groupe Témoin IMI 5mg/kg IMI 50mg/kg
. 12,18+0,34 17,17+0,28 20,58+0,55
Glucide (ng/g) o ok

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

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

*** : Différence tres hautement significative comparant au témoin (P <0.001).
P : Seuil de signification.

)k %

20 -

15 - n=10

Glucide (pg/g)

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

Figure 13: Variations du taux des Glucides (ug/g) chez les rats témoins et traités apres 40
jours de traitement.
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2.2. Effet sur le taux des lipides

Variations de la teneur hépatique en lipide chez les rats témoins et traités par

I’Imidaclopride (IMI) sont représentées dans la figure 14et le tableau 04.

Nous remarquons que le taux des lipides dans les lots traités par I’'IMI (5mg/kg) a
diminué¢ d’une facon significative et nous remarquons une diminution tres hautement

significative chez les lots traités par I’IMI (50mg/kg) par rapport au témoin.

Tableau 04 : Variation de taux des lipides hépatiques chez les rats dans les différents

lots expérimentaux.

Groupe Témoin IMI 5mg/kg IMI 50mg/kg
13,52+0,64* 8,58+0,83%**

Lipides (ng/ml) 15,51+0,21

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

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

*** . Différence trés hautement significative comparant au témoin (P <0.001).
P : Seuil de signification.

18

16 - .

14 -

12 -
E 10 - e n=10
Y
2 3
o
g °]
— 4 |

2 .

0

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

Figure 14 : Variation de la teneur hépatique en lipide chez les rats témoins et traités aprés 40
jours de traitement.
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2. 3. Effet sur le Taux Des Protéines

Variations de la teneur hépatique en protéines chez les rats témoins et traités par I’IMI

sont représentées dans la figure 15 et le tableau 05

Les résultats présentés dans la figure 15 et le tableau 05 montrent que le taux des
protéines hépatique des lots traités avec I'IMI (50mg/kg) a augmenté d’une fagon trés
hautement significative et nous remarquons une augmentation hautement significative chez

les lots traités par I’IMI (5mg/kg) par rapport aux témoins.

Tableau 05: Variations du taux de protéine hépatique des rats dans les différents lots

expérimentaux.

Groupe Témoin IMI5mg/kg IMI50mg/kg
Protéines (mg/g) 1.51740.115 2.764+0.119** 3.8625+0.125***
* : Différence significative comparant au témoin (P < 0.05).

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

45 -
%k %k %k

* ¥

2,5 n=10

1,5

Protéines (mg/g)

0,5

témoin IMI (5mg/kg) IMI (50mg/kg)

Groupes experimentaux

Figure 15: Variations des taux de protéine hépatique chez les groupes témoins et traités

apres 40 jours de traitement.
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2. Effet du I’'Imidaclopride (IMI) sur les paramétres du stress oxydatif dans le foie
chez les rats

3.1. Effet sur le taux de malondialdéhyde (MDA)

D’apres les résultats présentés dans la figure 16 et tableau 06.0n observe une
augmentation trés hautement significative (P=0.000) du taux de MDA hépatique chez les rats
traités par I’'IMI (50mg/kg) et une augmentation significative chez les rats traités par I’'IMI

(5mg/kg) par rapport aux témoins.

Tableau 06 : Taux de MDA hépatique des rats dans les différents groupes expérimentaux.

Groupe Témoin IMI 5mg/kg IMI 50mg/kg
MDA (umol/mg de protéine) 1.489+0.107 2.201+0.134* 4.016+0.126***
* : Différence significative comparant au t¢émoin (P < 0.05).

** . Différence hautement significative comparant au t¢émoin (P < 0.01).

: Différence trés hautement significative comparant au témoin (P <0.001).
P Seuil de signification.

*k*k

* k¥

w
(9}
1

n=10

N
wu
1
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MDA (umol/mg) protéine
[ N

o
w
I

o
|

témoin IMI (5mg/kg) IMI (50mg/kg)

Groupes experimentaux

Figure 16: Variations du taux de MDA hépatique (umol/mg de protéine) chez les groupes

témoins et traités apres 40 jours.
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3.2. Effet sur le taux de GSH

La variation de taux de GSH chez les rats traités et témoins est présentée dans le

tableau O7et la figure 17.

Les résultats obtenus présentent une diminution trés hautement significative du taux de

GSH au niveau des lots traités par I’ Imidaclopride (IMI) par rapport aux témoins.

Tableau 07: Variation du taux de GSH hépatique des rats dans les différents groupes

expérimentaux.

Groupe Témoin IMI 5 mg/kg IMI 50 mg/kg
GSH (mol/mg de 4,4822E-05+2,3111E-06 ; ;
protéine) 6,5313E-05+3,0611E-06 * 3,03198-0524,0111E-06

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

** . Différence hautement significative comparant au témoin (P < 0.01).

*** . Différence trés hautement significative comparant au témoin (P <0.001).
P : Seuil de signification

0,00008 -

0,00007 -

0,00006 -

0,00005 -

I *

0,00004 - *k K
n=10
0,00003 -
0,00002 -

0,00001 -

GSH (umol /mg de protéine

0 - T T
témoin IMI (5mg/kg) IMI (50mg/kg)

Groupes experimentaux

Figure 17 : Variations du taux de GSH (umol/mg protéine) dans le foie chez les rats témoins

et traités apres 40 jours de traitement.
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3.3. Effet sur les variations de P’activité GST (Glutathion —S-transférase)

Le tableau 08et la figure 18 présentent la variation de 1’activité enzymatique de GST

dans le foie chez les rats témoins et traités.

Nos résultats montrent une augmentation trés hautement significative (p<0.001) de
I’activité GST chez les lots traités par I’IMI (50 mg/kg) et une augmentation significative de
I’activité GST chez les lots traités par I’IMI (5 mg/kg) par rapport aux témoins.

Tableau 08: activité enzymatique de GST hépatique des rats dans les différents groupes

experimentaux.

Groupe Témoin IMI 5 mg/kg IMI 50 mg/kg
GST (umol /min /mg de protéine) 0,03177+0,0018 0,04263+0,0026* 0,06341+0,0039***
* : Différence significative comparant au témoin (P < 0.05).

** : Différence hautement significative comparant au témoin (P < 0.01).
*** : Différence tres hautement significative comparant au témoin (P <0.001).
P : Seuil de signification

0,08 -
* k¥
0,07 -
0,06 -

0,05 - *
T n=10

0,04 -

0,03 -

0,02 -

GST (umol /min /mg de protéine)

0,01 -

témoin IMI (5mg/kg) IMI (50mg/kg)

Groupes experimentaux

Figure 18: Activité enzymatique de GST hépatique chez les rats témoins et traités aprées 40

jours de traitement.
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3.4. Effet sur Pactivité de GPx

Le tableau 09 et la figure 19 présentent la variation de 1’activité enzymatique de GPx

dans le foie chez les rats témoins et traités par I’IMI.

Nos résultats montrent une diminution tres hautement significative (p=0.000) par rapport au

témoin de ’activité enzymatique de GPx hépatique chez les rats traités par le L’IMI.

Tableau 09: Variation d’activité enzymatique de GPx hépatique chez les rats dans les

différents lots expérimentaux.

Groupe Témoin IMI 5mg/kg IMI 50mg/kg
GPX (“m"t',(m‘)” /mg de 0.415+0.017 0.3005+0.024%* 0.21040.021 %%
roteine
* : Diffe’renge significative comparant au témoin (P < 0.05).

** : Différence hautement significative comparant au témoin (P < 0.01).
*** : Différence tres hautement significative comparant au témoin (P <0.001).
P : Seuil de signification.

0,5 -

0,45 -

0,4
[}
£
] 0,35 - * %
2
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©
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=
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Figure 19 : Activité enzymatique de GPx hépatique (umol/min/mg de protéine) chez les rats

témoins et traités apres 40 jours de traitement.
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11.1.2.4. Variation de taux du TGO (UI/l) traités par I’'Imidaclopride (IMI)

Le tableau 10 et la figure 20 représentent les effets de I’Imidaclopride (IMI) sur le taux de

TGO (UII).

Nos résultats signalent une augmentation du taux de TGO (UI/l) chez les lots traités par I’IMI

par rapport aux témoins au niveau du foie.

Tableau 10: Variations de taux de TGO dans les différents lots expérimentaux.

Groupe

Témoin

IMI 5mg/kg

IMI 50mg/kg

Taux du TGO (UI/)

69,051+3,032

83,9+2,13*

98,9+4,02***

120 ~

[

00 -

Taux du TGO (UI/1)
D (o)) (0]
o o o

N
o
1

témoin

% %k k

n=10

IMI (5mg/kg)

IMI (50mg/kg)

Groupes experimentaux

Figure 20 : Les effets de I’Imidaclopride (IMI) sur la concentration du taux de TGO.
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11.1.2.5. Variation du taux du TGP (Ul/I) traités par ’Imidaclopride (IMI)

Le tableau 11 et la figure 21 représentent les effets de I’'Tmidaclopride (IMI) sur le taux de

TGP (UI/I).

Nos résultats signalent une augmentation significative du taux de TGP (Ul/l). Chez les lots

traités par I’IMI par rapport aux témoins.

Tableau 11 : Variations du taux de TGP dans les différents lots expérimentaux.

Groupe Témoin IMI 5mg/kg IMI 50mg/kg
Taux du TGP (UI/) 23,7+1,001 30.3+1.2* 34.22+0,79**
40 -
¥k
35 - T
*

. 30
S
2 25 -
-9 n=10
2 20
>
T 15 -
x
>
10 -

5

0

témoin IMI (5mg/kg) IMI (50mg/kg)

Groupes experimentaux

Figure 21 : Les effets de I’Imidaclopride (IMI) sur la concentration du taux de TGP.
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Discussion

Discussion

Le monde agricole a connu une révolution qui I'a progressivement fait passer a une
activité industrielle. L'augmentation des rendements s'est faite en parallele a une utilisation

intensive de produits phytosanitaires. (Lushchak et al, 2018).

L'imidaclopride (IMI) est un insecticide appartenant a une nouvelle famille de composes,
les néonicotinoides, utilisé dans un large éventail d'activités agricoles dans le monde.
Cependant, il en résulte des perturbations de I'écosysteme et des signes de toxicité chez

I'nomme et les animaux. (Garcia et al, 2018).

En fait, le stress oxydant est le résultat des processus de multi-étapes causant par un
déséquilibre dans la balance entre les pro-oxydants et les antioxydants (enzymatique et non
enzymatique) et menant aux dommages tissulaires conduisant en premier lieu a de

nombreuses maladies et finalement a I’apoptose. (Lee et al, 2016)

La majorité des recherches ne concernaient que I'investigation des effets toxiques des
xénobiotiques, tandis que les mécanismes et les agents de détoxification et de neutralisation
n‘ont pas encore pris leur valeur comme des objectifs des études expérimentales. C’est pour
cela, dans ce travail, nous sommes intéressés, d’évalué la toxicité hépatique induite par le
pesticide (L'imidaclopride), sur quelques parametres biochimiques plus spécifiquement et du

stress oxydant chez les rats Wistar.

1. Effets de pesticide (L'imidaclopride) sur les parametres hématologiques
Dysfonctionnement hépatique (augmentation du taux sanguin du TGO,
TGP)
Le foie est le principal organe de détoxification, il est capable de neutraliser toutes les
substances toxiques. Vu son rdle dans la transformation des xénobiotiques a titre d’exemple

I'imidaclopride, ou le foie présente un grand risque de dommages.

Le traitement des rats par I'imidaclopride induit une augmentation hautement
significative (p<0,01) de l'activité enzymatique des transaminases (AST et ALT) dans le tissu
hépatique. Ces enzymes sont utilisées comme des indicateurs des dommages cellulaires et de

I’altération de la perméabilité membranaire (Yap et Aw, 2010).
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Discussion

C'est probablement en raison d'une exposition prolongée aux pesticides quand le niveau
d'enzymes a augmenté pendant la détoxification des pesticides, qui peut éventuellement étre
basée sur la mutation de génes responsables de la synthése de ces enzymes (Toor et al, 2013).
Cela peut étre d0 a la dégénérescence et a la nécrose des hépatocytes, qui attribuent une
perméabilité accrue de la membrane cellulaire qui entraine la libération de transaminases dans

la circulation sanguine (Soujanya et al, 2013).

Ces résultats sont en accord avec les investigations d’Elberry et al (2010) sur des rats
intoxiqués et non traités qui signalent une augmentation de la concentration sérique de TGO,
TGP.

2. Effet du I’'Imidaclopride (IMI) sur les métabolites au niveau du foie.

2.1 Effet sur le teneur des lipides

Nos résultats révélent une diminution des lipides hépatiques chez les rats traités par
I’IMI par rapport aux témoins, cette diminution peut s’expliquer par la dégradation des lipides
hépatiques par 1’activation de la peroxydation lipidique, cette voie stimulé par des radicaux
libres en cas de stress oxydative générée par I’Imidaclopride (IMI) notre résultat confirmé par
le résultat de dosage du MDA dans le foie (augmentation trés hautement significative) chez le
groupe traité par I’Imidaclopride (IMI) et cela a été démontré par celui de Ndonwi et al,
2019 qui a rapporté la diminution du taux de lipide qui ont montré une forte peroxydation
lipidique dans différentes régions du cerveau.

2.2 Effet sur le teneur des protéines

Les protéines sont des constituants organiques importants des cellules animales. Ils
jouent un ro6le essentiel dans le processus d'interactions entre les milieux intra et
extracellulaires faisant partie de la membrane cellulaire (Amutha et al, 2002) , et ils sont
requises par un organisme dans la construction de tissus, la réparation des organites

cellulaires et aussi le métabolisme cellulaire (Yeragi et al, 2000) .

L’analyse des résultats a montré une augmentation hautement significative des
protéines hépatiques chez les rats traités par 1’Imidaclopride (IMI 50mg/kg) et une
augmentation hautement significative chez les rats traités par I’IMI 5mg/kg par rapport aux

témoins.
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On peut expliquer cette augmentation par le fait que I’Imidaclopride (IMI) a stimule
I’apparition des protéines de stress (ou protéines de résistances). Ou ils peuvent agir avec les
groupements thiols (-SH) des protéines hépatiques et réduit le métabolisme de ces substances,

donc favorisé le stockage pour la deuxieme voie de métabolisme.

Aussi notre hypothése est que 1’augmentation du taux de protéines totales pourrait étre
liée au déclenchement du processus de détoxication mis en jeu par ce systeme de
régulation qui se compose d’enzyme, des protéines et de molécules anti oxydantes
(Nzengue, 2008). Ce qui concorde avec les études d’Amigo et al, 1999 Et qui est en
concorde aussi avec les travaux d’Oberdorster et al, 1994 qui ont mis en évidence une
augmentation trés hautement significative du taux de protéines totales sous I’effet d’un

stress chimique chez des modeles biologiques différents (tétards, protistes ciliés, lapins).
2.3 Effet sur le teneur des glucides

Les glucides sont présents dans I’organisme sous différentes formes, la forme la plus
courante est le glucose, obtenu a partir des sucres simples ou complexes apportés par
I’alimentation, ils 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).

Les résultats obtenus montrent une augmentation de la teneur hépatique en glucide avec
une différence trés hautement significative (P <0.001) chez les rats traités par I’Imidaclopride

(IMI) par rapport au témoin.

On peut expliquer cette augmentation par I’inhibition enzymatique provoquée par le
I’Imidaclopride (IMI) qui se traduit par une préservation de 1’énergie. Dans les conditions de
stress, les réserves de glucides sont épuisées pour satisfaire les demandes énergétiques. Ces

résultats rejoignent ceux (EI-Wakil et al, 1991).

Cette augmentation est probablement justifiée aussi par I’effet direct sur ’Hexokinase,
enzyme responsable de la phosphorylation du glucose en glucose 6-phosphate et le
déclenchement du métabolisme du glucose, est une enzyme principale chez les mammiferes.
Les 1so enzymes de I’hexokinase existent chez tous les groupes du regne animal ; chez la
moule marine du genre Mytilus, I'activité de I’hexokinase et son role clé dans le métabolisme

du glucose ont été identifiés dans différents tissus (Canesi et al, 1998).
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D’autre part, Ces résultats désaccords avec ce qui a été rapporté dans les études
toxicologiques résumées dans le rapport de FAO/OMS (2010). Indiquant une réduction des
concentrations plasmatiques en glucose chez des rats males traités avec 84,9 mg/kg de
thiaméthoxame pendant 90 jours. Selon El-Aoufi et ses collaborateurs (2008), il existe une
forte corrélation entre le métabolisme hepatique et ’homéostasie du glucose. Le role du foie
est, en effet, central et crucial dans la régulation du métabolisme des carbohydrates. Le
stress est également connu pour l'augmentation relative du sucre sanguin d0 au secrétions
des corticostéroides (Kioukia et al, 2002) Selon Surwit (1992), le stress augmente la
production hépatique de glucose et diminue sa clairance périphéerique. L'un des mécanismes
proposés pour [I'hyperglycémie induite par les organophosphoré “chlorpyrifos™ est
I'activation de I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HPA) qui régule le processus de
synthése et de sécrétion des glucocorticoides par le cortex surrénalien (Rahimi et

Abdollahi, 2007).
3. Effet du I’'Imidaclopride (IMI) sur les paramétres du stress oxydatif dans le foie
chez les rats

3.1 Effet sur le taux de Malondialdéhyde (MDA)
Les ERO sont capables d’induire une peroxydation lipidique, il s’agit d’une dégradation

des acides gras polyinsaturés en sous-produits parmi les : le MDA (Misra et al, 2009).

Le malondialdéhyde (MDA) est considéré comme un produit final typique de la

peroxydation lipidique d’acides gras polyinsaturés et un bon indicateur du stress oxydatif

(Chen et al, 2017).

Dans notre étude, nous avons trouvé que I’administration de I’IMI provoque un stress
oxydatif révélé par une augmentation trés hautement significatif (p<0.001) du MDA
hépatique qui est un marqueur de la peroxydation lipidique.

Un niveau accru de MDA hépatique est bien connu comme un indicateur de Iésions
tissulaires et d'altération de la fonction cellulaire. En fait, ces changements pathologiques

apparaissent en raison de la formation de ROS ou des radicaux libre.

Ces resultats sont confirmeés par la diminution tres hautement significative des lipides

totaux dans le tissu hépatique (Données présentées).

Et sont accord en le travail de Fetouiet al, (2009) qui utilisé lambda cyhalothrine
pendant 03 semaines. Aussi d’autre chercheurs Lui et al, (2010) et Chiali et al, (2013) qui

montrent une augmentation de la concentration de MDA tissulaire chez des rats exposées a
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des faibles doses de la métribuzine. Des résultats identiques ont été obtenus par Duzguneret
Erdogan et al, 2012.

3.2 Effet sur le taux de GSH

Le GSH est I'un des tripeptides les plus abondants, largement distribué au niveau des
hépatocytes. Ses fonctions sont principalement concernées par le déplacement de radicaux

libres tels que H,0; et radicaux de superoxyde (Fang et al, 2003, Ogeturka et al, 2005).

Le glutathion constitue la premiére ligne de défense contre les radicaux libres
(Ogeturka et al, 2005). Certains des réles importants de glutathion sont la réduction ou
I’inactivation des ROS par la formation de glutathion disulfure (GSSG) et la conjugaison du
glutathion réduit (GSH) pour 1’élimination des xénobiotiques Arora et al, (2016) et Rjeibi
(2016).

Les résultats obtenus présentent une diminution trés hautement significative du taux de
GSH chez les lots traités par I’Imidaclopride par rapport aux témoins, Ce résultat est en
accord par les études de Dexter et al, (1989) et Dib et al, (2002).

Gréace a la fonction thiol de la cystéine, le glutathion est un composé important pour le
maintien de 1’état réduit de la cellule. Selon plusieurs auteurs, la conjugaison du GSH a des
pesticides ou aux métabolites in vivo pourrait étre la voie majeure de leur détoxification.
(Agrawal et al, 1991) et (El-Sharkawy et al, 1994). On suppose donc que le glutathion a
été utilisé pour la détoxification des pesticides administrés, ce qui a engendré une baisse des

taux de ce dernier.

D’autre part, la réduction du taux de GSH peut étre expliquée par I’augmentation de son
utilisation par la GST dans les réactions de conjugaisons avec les insecticides testés, ceci est
en accord avec nos résultats qui indiquent une induction de la GST suite aux traitements
testés. Canesi et al, (1998) ont également constaté une diminution du taux de GSH dans la

glande digestive de la moule Mytilus galloprovincialis exposée aux contaminants.
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3.3 Effet sur Pactivité de GPx

La GPx est I’un des systémes de défense antioxydant trés puissant, il réduit I’H,O; en

H,O et protége I’organisme contre 1’effet cancéreux de cette substance (Zhu et al, 2010).

Les résultats obtenus ont montré qui il y a une diminution tres hautement significative
(P<0.001) de I’activité enzymatique de GPx chez les lots traitée par I’Imidaclopride (IMI) aux
doses (5mg/kg/jour, 50mg/kg/jour) par apport au groupe témoin, ce qui confirme 1’état de
stress oxydant induit par ces pesticides dans le tissu hépatique. Ces résultats accord avec
d’autres travaux sur I’impact des pyréthrinoides et néonicotinoides sur le cerveau Beghoul et
al, 2017. Et en accord avec les travaux de Gasmi et al, 2018. mais désaccord que ceux
d’Oloyede et al, 2011.

Cette diminution de I’activité enzymatique de GPx est due a cause de les molécules des
pesticides ou formation des complexes avec les protéines d’une manieére générale et
endommager les enzymes y compris ceux a l’activité antioxydant. (Boumaza, 2017) Et
d’autre part cette diminution due par la surproduction de peroxyde d’hydrogéne qui provoque

une inhibition enzymatique de la GPx.
3.4 Effet sur les variations de I’activité GST (Glutathion —S-transférase)

La GST joue un role important dans la protection contre le stress oxydatif (Hu, 2019)
c’est I’enzyme majeure pour la détoxification d'une grande variété de xénobiotiques (Fujioka,
2007).

Nos résultats montrent une augmentation tres hautement significative (p<0.001) de
I’activité enzymatique de la glutathion-S-transférase (GST) hépatique chez les lots traités par

I’IMI par rapport aux groupes témoins.

L’augmentation de I’activité de cette enzyme s'explique par une inhibition de la capacité
de détoxification du foie en réponse a 1’¢élévation des concentrations des radicaux libres. Et
elle est associes a la peroxydation lipidique qui est confirmer par le taux éléve du MDA
(Clasen, 2018). Nos résultats sont accord avec 1’é¢tude Kehili et al, 2017 et désaccord avec
El-Gendy et al, 2010 et Yang et al, 2020 qui indiquent une baisse non significative (P>0.05)

du taux hépatique en GST chez les rats traités par IMI par rapport aux sains témoins.
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Conclusion & Perspective

Aujourd’hui, les pesticides sont soupconnés de présenter un risque majeur pour la
sant¢ de I’homme et pour son environnement. Par ailleurs, de nombreuses études
épidémiologiques suggerent une corrélation entre [’utilisation professionnelle des

pesticides et I’apparition de certaines photologies chez les populations concernées.

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

toxicité au niveau des différents organes.

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

remarquable au niveau du foie.

Les résultats obtenus dans la présente étude, ont permis de conclure que 1’exposition sub-
chronique des rats a 1’imidaclopride provoqué une induction du systéeme de détoxification

ainsi qu’une hépatotoxicité, nous avons trouvé qu’il y’a :

e Une perturbation au niveau des parametres métaboliques évalué (lipides. Protéines.
Glucides) et sur les parameétres de stress enzymatiques et non enzymatiques par
diminution hautement significative dans 1’activit¢ de GPx et un accroissement
significatif du niveau de MDA indiquant I’augmentation de la peroxydation lipidique
et diminution d’une fagon significative dans le taux de GSH ainsi que une
augmentation non significative dans I’activité de GST.

e De plus, des augmentations hautement significatives des taux sériques ASAT, ALAT.
(Parametres hématologues).

% Comme perspective pour ce travail, nous croyons qu’il est important que :

Cette étude reste préliminaire, elle nécessite d’autres études a 1’échelle moléculaire
pour développer le mécanisme de la toxicité hépatique des néonicotinoides et en particulier de
I’imidaclopride et a déterminer la toxicité a d’autres niveaux (¢tude de génotoxicité pour la
recherche d’un dommage d’ADN). Et autres études qui utilisent des doses faibles proches de

la NOALE dans une période prolongée.
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ANNEXES

1. Courbe d’étalonnage pour dosage des glucides

Tubes ‘ 1 ‘ 2
Solution mére (glucose) (pul) 0 20 40 60 80 100
Eau distillé (ul) 100 80 60 40 20 0
Réactif d’anthrone (ml) 4 4 4 4 4 4

Graphique de la regression
C4 =0,0822381 + 0,0064386 C3
S5=0,0156238 R-carré= 997 % R-carré(ajust) = 996 %
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Tableau/Figure (A). Réalisation de courbe d’étalonnage pour le dosage des glucides

L’équation : Y=0.0822381+0.0064386X
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2. Courbe d’étalonnage pour dosage des lipides

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution mere de lipide (ul) 0 20 40 60 80 100
Solvant éther/chloroforme (pl) 100 80 60 40 20 0
Réactif SPV (ml) 2.5 2.2 2.5 2.5 2.5 2.5
Graphique de la régression
C3=10,0282857 + 0,0019843 C2
S = 0,0096407 R-carré = 98,7 % R-carré{ajust) = 98,3 %
0,2 —
[ap] .
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Tableau/Figure (B). Réalisation de courbe d’étalonnage pour le dosage des lipides

L’équation : Y=0.0282857+0.0019843X
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3. Courbe d’étalonnage pour dosage des protéines

Tubes 1 2
Solution mére de I’Albumine (pl) 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 + 0,0083871 C2

S =0,128382 R-carré = 882 % R-carré(ajust) = 85,3 %

0Ee —
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Tableau/Figure (C). Réalisation de courbe d’étalonnage pour le dosage des protéines

L’équation : Y=0.135857+0.0083971X



ANNEXE

2.2. Matériel utilisé dans les différentes étapes de I’étude

- Balance de précision - Centrifugeuse - Bain mari - Agitateur magnétique
(KERN). (SELECTA). (MEMMERT). (WITEG).

m

- Spectrophotometre - Bain de sable - Vortex (THERMOS). - Réfrigérateur

Figure 22: Grand matériel de laboratoire et appareils

- tubes a essais - Mortiers - TGOITGP - Verreries

- Pissette.
- Spatule.

- Barreau magnétique.

- Extracteur des barreaux
magnétiques.

- Embouts.

- Cuvette pour la spectrophotométrie
(en plastique et en verre).

- Micropipettes - tubes épindorphes

- Micropipettes de - Portoirs pour - Papier d'aluminium.
100ul et 12000pl. différents types des - Papier hygiénique

- Paire. tubes. - Béchers

- Pipettes - Tubes secs en verre - Erlenmeyers.
graduées. et en plastique. - Eprouvettes graduées.

Figure 23: petit matériel de laboratoire
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1-1-Matériel chimique

v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
v

v

Eau distillée.

TCA (Trichloro acétique).
Anthrone.

Acide sulfurique.

Acide orthophosphorique (a 85%).
Vanilline.

BBC (Bleu Brillant de Coomassie).
Ether.

Chloroforme.

Ethanol (a 95%).

BSA (Albumine sérum de beeuf).
Glucose.

Huile de tournesol.

Sodium phosphate dibasique.

SSA (Acide sulfosalicylique).
Sodium phosphate monobasique.
Tris.

HCI.
NaOH.
Meéthanol absolu.

EDTA (Acide éthyléne diamine tétracétique).
DTNB (I’acide 5-5’-dithio-bis-2-nitrobénzoique).
NaCl
TBA
BHT
GSH

v" CDNB (1-Chloro2, 4 di nitrobenzene)

v
v
v

H,0;
Phosphate
Calcium Ca*?





