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Abstract

Pesticides are chemical products used to fight harmful beings in agriculture. Their use resultsin
many damages affecting both humans and animals, resulting in diseases affecting mainly the
respiratory and digestive systems.

The objective of this work is to highlight the toxic effects of two doses of Imidacloprid (5 &50 mg/
kg / day) for 40 days at the pulmonary level and we proceeded to the experimental application on
rats of the type “Westar” as an experimental animal model. Our experimentstargeted several basic
areas of experimentation, starting with the work of cellular enzymes and cell death.

Our study is divided into three important areas of study, studies of oxidative stress parameters
(MDA, GSH, GPX, and GST), biochemical parameters (HDL), morphology parameters (relative
organ weight). Our results show that Imidacloprid causes harmful effectson 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 lungs compared to controls.

All of these parameters are signs of possible pneumotoxicity.

Keywords: Imidacloprid, pesticides, Wistar, oxidative stress



Résumé

Les pesticides sont des produits chimiques. utilisés pour combattre les étres nuisibles de
I’agriculture, il résulte de leur utilisation de nombreux dégats atteignant aussi ’homme, que les
animaux se traduisant par des maladies touchant surtout les systémes respiratoires et digestif.
L'objectif de ce travail est de mettre en lumiére les effets toxiques de deux doses d’Imidaclopride (5
& 50 mg/kg/jour) Pendant 40 jours au niveau pulmonaire et nous avons procédé a 1’application
expérimentale sur des rats du type « Wistar » comme modele animal d’expérimentation. Nos
expériences ont ciblé plusieurs domaines d'expérimentation de base, acommencer par le travail des
enzymes cellulaires et la mort cellulaire.

Notre étude est divisée en trois importants axes d’études, études des paramétres de stressoxydatif
(MDA, GSH, GPX, GST), parametres biochimiques (HDL), parametres

morphologies (Poids relative d’organe) . Nos résultats montrent que L'imidaclopride provoque des
effets nocifs sur I'organisme se traduit par une augmentation de I'activité des indicateurs biologiques
d'oxydation et une diminution des enzymes antioxydants dans les sucscellulaires des poumons par
rapport aux témoins. L’ensemble de ces paramétres sont des signes d’une éventuelle Pneumo-

toxicité.

Mots clés : Imidaclopride, pesticides, Wistar, stress oxydatif
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Introduction

Les pesticides, encore appelés produits phytosanitaires, sont des composes chimiques dotés
des propriétés toxicologiques, utilisés par les agriculteurs pour lutter contre les animauxou les
plantes jugés nuisibles aux plantations, ces substances sont considérés comme la troisiéme

cause de pollution dans le monde (Multinger et al.,2005).

L'usage des pesticides a considérablement augmenté au cours des derniéres décennies créant
un danger croissant pour la santé des populations, puisque méme une exposition de faible
intensité a un risque a long terme qui est plus difficiles a apprécier, ceux-ci sans parlerdes
effets a court terme qui sont de mieux en mieux connus (effets neurologiques, cancers,
malformations congénitales, systtme immunitaire affaibli et troubles de la reproduction.
(Baldi et al., 1996 ; Tron et al.,2001).

Apres les dégats environnementaux de 1970 provoqués par quelques groupes de pesticides ;
trois grandes familles d'insecticides ont dominé le marché : les organophosphorés, les
organochlorés, les carbamates, Néanmoins, la résistance aux ravageurs a limité leur
utilisation ce qui un poussé les fabricants a se retourner vers la synthése chimique de
nouveaux groupes de pesticides qui seraient plus efficaces et moins toxiques pour

I’environnement et les mammiferes (Gasmi et al.,2018).

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 et al.,2010). Les néonicotinoides sont homologués en agriculture dans plus
de 120 pays. Leur chef de file est I’imidaclopride : commercialisé pour la premiére fois en
France depuis 1994, il est a ce jour I’insecticide le plus vendu dans le monde (Testud et al.,
2014)

Le but du présent travail est d’évaluer le pneumo-toxicité de 1’imidaclopride en

utilisant un modele animal, le rat Wistar. Les objectifs de ce travail sont les suivants :
v' Déterminer I’effet toxique de I’imidaclopride sur les poumons (poids relatif).

v Déterminer quelques parameétres de stress oxydatif : (MDA, GSH, GST, GPX)
et parameétres biochimiques (LDH).

Donc notre problématique de recherche consiste a démontrer la toxicité

d’imidaclopride chez les rats a deux doses admissibles 5 et 50 mg/kg/jour. Pour
1
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répondre a cette problématique une étude bibliographique a travers une analyse des
articles était consacree a la démonstration de I'impact des pesticides.

Dans le méme but une expérimentation était menée et des protocoles expérimentaux adoptés dans le souci de
bien ciblé les biomarqueurs toxicologiques et biochimiques qui nous permettent de comprendre la réalité
toxique de la néonicotinoide(Imidaclopride). (Gasmi et al.,2018).
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Chapitre 01 : Généralité

1.Généralités sur le systeme respiratoire

Le systéme respiratoire constitue le lieu privilégié d’échanges avec 1’environnement extérieur,

on peut distinguer les voies aériennes de conduction (nez, pharynx, larynx, trachée et

bronches) et la partie respiratoire, ¢’est-a-dire les voies aériennes inférieures qui constituentla

plus grands surface d’échanges gazeux (majeure partie des poumons : bronchioles, canaux

alvéolaires et alvéoles). (Frank et al.,1992).

1.Définition de poumon

Les poumons sont des masses spongieuses entourées par la plévre et contenues dans unecage

osseuse fermée par le diaphragme dans sa partie inférieur. 1ls occupent la majeure partie de la

cage thoracique qui est formée de 12 paires cotes partant de la colonne vertébrale ; les 10

paires supérieures sont soudées au sternum. Les poumons contiennent les bronches, les

bronchioles et les alvéoles. (Becouze et al.,2014).
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Figure 01 : Grossissement d’une grappe
d’alvéoles a I’extrémité périphérique des voies
aeriennes (G. J Tortora et al.,2006).

Figure 02 : Schéma des alvéoles pulmonaires
(College et al.,2013).

1.L’anatomie du poumon

Les poumons sont des organes pairs et symétriques : le poumon droit et le poumon gauche. Le

poumon droit comporte trois lobes et le poumon gauche que deux lobes. Les deux poumons

sont séparés par la région du médiastin qui contient le ceeur, la trachée, I'cesophage, de grosses

arteres, des veines et des ganglions lymphatiques.
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Dans chaque lobe pulmonaire, la trachée donne naissance a deux bronches qui se divisent a
I’intérieur du parenchyme pulmonaire. Les divisions successives des bronches en calibre de
plus en plus petit conduisent a la formation de I’arbre bronchique intra-parenchymateux. Les
derniéres ramifications sont appelées les bronchioles terminales. Ces derniéres s’ouvrent sur

les alveoles richement vascularisées, les alvéoles sont le siége des échanges gazeux. (Lacour

B and Belo JB et al.,2015).
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respiratoire (Billet et al.,2008).

1.Pathologies et Maladies pulmonaire

La pathologie est une partie de la médecine qui traite la nature les causes et les symptdmes
des maladies. Il y a plusieurs pathologies de systeme respiratoire comme: les tumeurs
carcinome bronchique, mésothéliom pleural), abcés du poumon, tuberculose, pneumonie

asthme (Rose et Wilson et al.,2011). Il y a d'autres maladies qui sont causé par un

xénobiotique par exemple :

Asthme, Brounchiteaigué

Brounchite chronique, Broncho-pneumopathie
chronique obstructive(BPCO), Dilatation des bronches
Emphyseme pulmonaire, Edéme aigu du poumon.
Pleurésie, Pneumonie

Polyglobulie

Primitive

SRAS
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1.Rats de laboratoire
5.1 Caractéristiques

On appelle rat de laboratoire des souches ou lignées de rats sélectionnées et élevés et
reproduits pour les besoins de I'expérimentation animale en laboratoires, ou parfois pour les

lecons d'anatomie et de dissection. (George et al.,2000).

Figure 04: Rats de laboratoire (George et al.,2000).

5.2. Classification du rat de laboratoire

- L’embranchement : Vertébrés
- Classe : Mammiferes

- Ordre : Rongeurs

- Sous- ordre : Myomorphes

- Famille : Muridés

- Sous famille : Muridés.

Il existe au total plus de 1400 souches et sous-couches répertoriées et utilisées en recherche
biomédicale (Descat et al.,2002).

5.3. Présentation du rats Wistar

Cette souche a été sélectionnee par DONALDSON au Wistar Institute (USA) en 1906 a partir
d’un stock de I'université de Chicago (Russel-Lindsay et al.,1979). Le Wistar est une souche
non consanguine polyvalente utilisée dans toutes les disciplines de la recherche médicale et

biologique. Sa longévité ainsi que sa pathologie tumorale en font un modeéle de choix pour les

études a long terme, notamment pour les études de vieillissement. Rat albinos de manipulation
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aisée, il présente une moins bonne performance d’apprentissage que le rat long Evans. (Souris
Et Rats Wistar En Algérie)

Figure 05: Rats Wister (Souris et Rats Wistar en Algérie 28 juin 2021)

5.4. Principales applications et domaines de recherche

Apres la souris d'expérimentation, le rat est le mammifére d'expérimentation le plus utilisé
comptant pour a peu pres 20 % du nombre total de mammifeéres utilisés en recherche

( Festing et al.,1979). Depuis les quatre-vingts derniéres années, le rat a été utilisé dans
presquetous les aspects de la recherche biomédicale et comportementale et de la
toxicologie. Les mutations génétiques et la sélection ont produit de nombreux modeéles de

recherche extrémement valables dont nous donnerons des exemples a I'item.

Une publication récente sur les applications en recherche biomédicale donne une listede
domaines de recherche dans lequel le rat est largement utilisé et particuliérement utile:
toxicologie, tératologie, oncologie expérimentale, gérontologie expérimentale, recherche
cardiovasculaire, immunologie, recherche dentaire, immunogénétique et parasitologie

expérimentale.
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1.Stress Oxydatif
6.1 Définition du stress oxydatif

Lorsque I’un des systémes protectifs de 1’organisme contre la toxicité des radicaux libres(RL)
montre un échec, I’action des radicaux libres devient incontrdlable, ce qui conduit a des
dommages au niveau des molécules, des cellules, des organes et potentiellement a la mort de

I’organisme (Durackova et al.,2008).

La conséquence des effets nocifs des RL et des métabolites réactifs est dite «Stress Oxydant».
Ce terme est defini initialement comme étant un déséquilibre profond de la balanceentre les
pros oxydants et les antioxydants en faveur des premiers (Barouki et al.,2006 ; Jenkins et
al.,2007).

Cette définition ne signale aucun effet délétére d’un tel changement sur la fonction des tissus
et n’indique pas 1’origine de ce déséquilibre s’il est d a une augmentation de la production
des oxydants ou & une diminution de la capacité reductrice des tissus (Barouki et al.,2006).
Selon les points de vue actuels, le stress oxydant peut étre défini comme étant un
déséquilibre entre la production et I’¢limination des métabolites réactifs de I’oxygeéne et du
nitrogene en faveur de leur production conduisant a des dommages potentiels (Durackova et
al., 2008) et a des dégats cellulaires irréversibles (Kehili et al.,2018 et Abuja et Albertini et
al.,2001).

OF ONOO-
-OH HO:

RADICAUX LIBRES

5

Figure 06 : le stress oxydant : une conséquence du déséquilibre de la balance oxydante
(Rosell et al.,2018).
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6.2Conséquences du stress oxydant

La production excessive de radicaux libres provoque des Iésions directes de molécules
biologiques (oxydation de I'ADN, des protéines, des lipides, des glucides), mais aussi des
Iésions secondaires dues au caractére cytotoxique et mutagene des métabolites libérés

notamment lors de I'oxydation des lipides (Avimadj M et al.,2008)

L'organisme peut aussi réagir contre ces composés anormaux par production d'anticorps, qui
malheureusement peuvent aussi étre des auto-anticorps créant une troisieme vague d'attaque
chimique. Conséquences biochimiques Les lipides et principalement leurs acides gras
polyinsaturés sont la cible privilégiée de I'attaque par le radical hydroxyle capable d'arracher
un hydrogeéne sur les carbones situés entre deux doubles liaisons, pour former un radical diene
conjugué, oxydé en radical peroxyle. Cette réaction appelée peroxydation lipidique forme une
réaction en chaine car le radical peroxyle formé se transforme en peroxyde au contact d'un

autre acide gras qui forme un nouveau radical diene conjugué (Avimadj M et al.,2008).

6.2.Systemes de défense enzymatiques et Systemes antioxydants non enzymatiques
Pour se protéger des effets déléteres des EOA, I’organisme dispose d’un ensemblecomplexe
de défenses antioxydantes (Tableau 01).

Tableau 01: Différents types des antioxydants (Haleng et al.,2007).

Les antioxydants endogénes Les antioxydants exog et
al.,.enes

(enzymatiques)
(non enzymatiques)

la catalase (CAT) vitamine C
Superoxyde dismutase (SOD) vitamine E
la glutathione peroxydase (GPx) Caroténoides
la glutathione réductase (GRX) Composes phénoliques
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Les Pesticides

I. Généralite sur les pesticides

Les pesticides ont été appliqués de maniere préventive afin de repousser ou d’atténuer les
effets des organismes nuisibles. Bien que la plupart d’entre eux aient été interdits dans de
nombreux pays en raison d’effets mutagénes et cancérigenes, les pesticides et leur
métabolites sont toujours présents dans I’environnement, en particulier dans les sols et les
sédiments, en raison de leur persistance et leur propriétés lipophiles.

La quantité de pesticides en contact direct avec les microorganismes ciblés est extrémement
faible par apport a la quantité appliquée. Des effets secondaires indésirables peuvent alors se
produire sur certaines espéces, Sur les communautés ou sur 1’écosystéme (Ayad-mokhtari et

al.,2012).

2. Définition et intérét des pesticides

Le terme pesticide est un mot latin. Il contient la racine anglaise « pest », qui signifie animal,
insecte ou plante nuisible et le suffixe « cide » qui signifie tuer. Il désigne donc toutes les
substances chimiques naturelles ou de synthése destinées a prévenir, contrbler, attirer,
repousser, détruire ou combattre les différentes sortes d’agents nuisibles y compris tous les
vecteurs de maladies humaines et animales. Ils regroupent ainsi un grand nombre de
composés aux usages variés (insecticides, herbicides, fongicides,...ctc.) et de familles
chimiques trés différentes (organochlorés, organophosphorés, carbamates, ,...etc.).

Leur utilisation massive et incorrecte fait encourir des risques écologiques et sanitaires.

Leurs résidus qui s’accumulent dans les tissus végétaux ou animaux, dans les eaux
souterraines et de surface menacent la santé des humains et des animaux conduisant & des

effets toxicologiques différents. (Mosbah et al.,2008)

3. Classification des pesticides

Les pesticides disponibles aujourd’hui sur le marché sont caractérisés par une telle
variété de structure chimique, de groupes fonctionnels et d’activité que leur
classification est complexe .D’une maniere génerale, ils peuvent étre classés en
fonction de la nature de 1’espéce a combattre mais aussi en fonction de la nature
chimique de la principale substance active majoritaire qui les compose (Merihi et
al.,2008).
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3.1.Classification chimique

Les pesticides se classent en fonction de leur structure chimique ou de leur origine,
en insecticides minéraux ou organiques, ou insecticides naturels ou de synthese.
Quatre groupes principaux sont distingués: les insecticides non organiques, insecticides
organiques d’origine veégétale ou de synthese et les régulateurs de croissance.

(Habbes et al.,2013)

3.1.Les pesticides inorganiques

Les pesticides non organiques comportent : les produits arsenicaux est un insecticide
d’ingestion particulierement contre les insectes broyeurs (Fabre et al.,1954 ;
Abednnour et al.,2016) ; les composés soufrés sous forme d’un insecticide poudre
peu actif utilisé contre les acariens (Winteringhan et al.,1952 ; Abednnour et al.,
2016) ; I’acide cyanhydrique est une gaz trés toxiques et s’applique sur les arbres
recouverts d’un bache (Mullins et al.,1955); et I’acide borique est un pesticide tres
efficace agit par ingestion (Ford et al.,2000 ; Goreet Achal et al.,2004 ; Morachiet et
al.,2005 ; Habbes et al.,2013).

3.1.Les pesticides organiques de synthése

Les pesticides organiques de synthése, d’une forte toxicité pour I’homme et I’environnement
(Honde et al.,2005 ; Woignie et al.,2015) regroupent : les organochlorés (aldrine,
chlordante, lindana, dicamba, dieldrine et DDT) trés peut volatiles non solubles dans 1’eau,
mais solubles dans les solvants organiques, sont des modulateurs des canaux sodium et
dépresseurs de systeme nerveux, endocrinien et immunitaire (Mary et Ambur et al.,2000);
les phyréthrénoides (deltaméthine, cyperméthine et cyfluthine) dérivés du pétrol ,sont des
modulateurs des canaux sodium. Les carbamates comme le carbaryle, le méthyle, le
propoxure et réecemment le benfuracarbe de moindre toxicité sont susceptibles de provoqué
des perturbations comportementales affectant plus particulierement la locomotion et
I’équilibre (Saglioet et al.,1998 ; Pauli et al.,2000).

3.1. Les pesticides organiques d’origine végétale

Les pesticides organiques d’origine végétale regroupent la nicotine, le pyréthre, ou encore
la roténone. La nicotine est le principal alcaloide, extrait du tabac, insecticide fumigene
agissant sur les synapses du systeme nerveux central des insectes (Schrader et al.,1987). Le

pyréthre, extrait des fleurs de Chrysanthene (Chrysanthemum cinérariaefolium), agit par
8
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contact sur le systeme nerveux des insectes, provoquant une perte d’équilibre, des
phénomenes convulsifs, une paralysie et finalement la mort (Gaudin et al.,2001). La
roténone, extrait de la racine de Derrisou de Lonchocarpus agit par contact et ingestion en
bloquant 1’absorption de 1’oxygéne par les cellules (Corbette et al.,1994). En outre, la famille
des néonicotinoides qui regroupent plusieurs molécules tel que ’acétamipride, le fipronil,
s’est enrichie d’une molécule récente, I’imidaclopride, qui est un composé neurotoxique a un
mode d’action semblable a la nicotine, en agissant par contact ou ingestion sur les récepteurs
acétylcholiniques-nicotiniques du systeme nerveux chez les insectes (Maiza et al.,2013 ;
Kilani-Morackchi et al.,2014 ; Messiad et al.,2015). Cette gamme d’insecticides a été

largement utilisée pour la lutte contre les fléaux.

3.2. Les regulateurs de croissance

Les régulateurs de croissance des insectes (IGRs) sont de nouvelles molécules. Ces
composés naturels et/ou synthétiques agissent de maniere spécifique en perturbant des
éléments vitaux dans le développement de I’insecte visé. Les IGRs sont répartis en trois
grands groupes: les agonistes et antagonistes de I’hormone juvénile (JH), les inhibiteurs de la
synthese de la chitine et les agonistes et antagonistes de I’hormone de mue. Ils inhibent en
effet, soit la régulation des deux principales hormones du développement, I’hormone juvénile
(J.H) et les écdystéroides, soit le processus de mue (Dhadialla et al.,2005 ; Aribi et
al.,2006).

3.3. Classification biologique

En se basant sur le deuxieme critére qui est 1’action sur le parasite, les pesticides sont
classés en: insecticides, acaricides, fongicides, antibiotiques a usage agricole, herbicides,
molluscicides, rodenticides, nematicides, corvicides (El- Bakouri et al.,2006; Bazzi et al.,
2010).

3.4.Classification selon ’usage

Les pesticides sont utilisés dans plusieurs domaines d’activités pour lutter contre des
organismes vivants nuisibles. Il existe six catégories de pesticides selon leur destination de
traitement, a savoir : les cultures, les batiments d’élevage, les locaux de stockage des produits
végétaux, les zones non agricoles, les batiments d’habitation, I’homme et les animaux.
L’agriculture est de loin I’activité la plus consommatrice de pesticides. L usage non agricole

ne représente en effet que 12% du marché global (Fillatre et al.,2011).
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4. I'utilisation des pesticides

» En Agriculture: sont utilisés pour lutter contre les insectes, les champignons etc......

» En Domestiques: Sont utilisée dans des applications comme la protection du bois
contre les champignons etc.....

» En Médecine: sont utilisés dans le cadre de programmes de santé publique, afin de
lutter contre certaines maladies humaines, surtout dans les zones rurales

> En l’industrie: En vue de la conservation de produits en cours de fabrication (textiles,
papiers), vis-a-vis des moisissures dans les circuits de refroidissement, vis-a-vis des

algues et pour la désinfection des locaux (Ayad-Mokhtari et al.,2012).
5.1.Les Voies d’exposition
4.1.Voie cutanée

La peau constitue généralement wune barriere relativement imperméable aux
substanceschimiques. Toutefois, la majorité des pesticides peuvent étre absorbés a travers
toute lasurface corporelle et ce, en quantité suffisante pour causer des effets systémiques
tant aigus que chroniques en plus des effets dermatologiques et oculaires possibles. Les
pesticidespeuvent étre absorbés plus facilement par certaines régions corporelles comme
le cuir chevelu, le front, les yeux et les organes génitaux (Samuel Et Saint-Laurent et
al.,2001). La durée d’exposition, les conditions de la peau, la température et 1’humidité

influencent le degré d’absorption (Piche et al.,2008).
4.1. Voie respiratoire

L’exposition par les voies respiratoires constitue la voie d’intoxication la plus rapide et la
plus directe. Les pesticides qui sont normalement appliqués sous forme d’aérosol, de
brouillard ou de gaz peuvent facilement étre inhalés. Ces produits peuvent aussi adhérer a des
particules de poussieres en suspension et parfois méme a la fumée de cigarette. Le risque
d’exposition par cette voie est normalement plus important lorsque les travaux sont effectués
dans un espace ferme, comme une serre ou un tunnel de culture (Samuel Et Saint- Laurent
et al.,2001).
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4.2. Voie digestive (voie orale)

Selon Piche (2008), les intoxications les plus séveres se produisent lorsque le pesticide est
accidentellement ingéré. L’absorption accidentelle se produit principalement par la
contamination des mains ou d’aliments, d’ou I’importance de se laver les mains aprés avoir

manipulé des pesticides ou avoir été en contact avec une surface contaminee.

| Environnement m Chaine alimentaire
Alimentation Faune
Habitat
Culture Flore
Jardinage
Elevage
Transferts :
inter-compartiments AgErllculture
et transformations NG / Evage
Pesticides

Figure 07: Modes d’exposition de I’homme aux pesticides (Merihi et al.,2008)
5. Mode d'action des pesticides
5.1. Action sur les végétaux

La diversité des plantes sauvages dans les champs agricoles et leurs bordures est endéclin,

particulierement dans les prairies infertiles et aux pieds des haies (Isenring et al.,2010)
5.2. Action sur les animaux

Parmi les divers types d’antiparasitaires utilisés, les organophosphorés constituent la
principale cause de mortalité par intoxication aigue dans la faune sauvage. (Isenring et
al.,2010)

6. Effets et risques pour la santé publique et les écosystemes

L’utilisation des produits phytosanitaires a permis d’augmenter considérablement les
rendements agricoles en réduisant les pertes dues aux ravageurs des cultures, mais cela n’a

pas été sans contrepartie (Merhi et al.,2008).
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7.1 Effets et risques pour les écosystemes

> L’air: La présence de pesticides est observée dans toutes les phases atmosphériques
en concentrations variables dans le temps (Merhi et al.,2008).

» L’eau: La contamination des nappes souterraines est le sujet de préoccupation
principal dans la mesure ou elle peut étre I’indicateur d’une pollution insidieuse et
durable de I’eau (Anonyme et al.,2010)

> Le sol: La plupart des produits phytosanitaires arrivent tot ou tard au sol ou ils sont
soumis a un ensemble de processus conditionnant leur devenir et leur dispersion vers

d’autres compartiments de I’environnement (Barriuso et al.,2004).

P Spmesirn fjom o, m ive |
(D et ucas apon Ry ———

P

Figure 08: Devenir des pesticides dans I’environnement (Lissalde et al.,2010).
7.2. Effets et risques pour la santé humaine

De nombreux travaux ont signalé des problémes de santé liés a I'exposition aux pesticides,en
particulier les pesticides a toxicité élevé pour les mammiféres ou ceux qui persistent dans
I'environnement (Cooper et Dobson et al.,2007). Aussi, la probabilité de subir des effets
néfastes sur la santé dépend du type de pesticide et des autres produits chimiquesqu’il
contient, de la quantité administrée, de la durée et de la fréquence de 1’exposition

(Jakubowski et Trzcinka-Ochocka et al.,2005).
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7. Toxicité des pesticides
Les effets de I’exposition aux pesticides chez I’homme nécessitent de distinguer :
7.1. Toxicité aigue

La toxicité aiglie est liée a une pénétration massive du produit dans 1’organisme, les
symptdmes apparaissent peu de temps apres le contact (24- 48 heures). Cette toxicité est
géneralement assez bien connue. Elle est évaluée par la DL50 ou la CL50 (dose ou
concentration létale 50), ainsi que par des études sur les propriétés irritantes et allergisantes
(Le Clech et al.,1998). Les signes ou symptomes les plus souvent rapportés lors d’une
intoxicationaigué aux pesticides sont les suivants : céphalées, nausées, vomissements,
étourdissements, fatigue, perte d’appétit et irritation cutanée ou oculaire. La sévérité de
I’intoxication varie normalement en fonction de la dose absorbée. En plus de 1’ingrédient
actif, certaines substances inertes présentes dans les formulations commerciales peuvent
contribuer a

moduler le niveau de risque d’intoxication. Par ailleurs, la voie d’exposition (orale, cutanée
ou respiratoire) ainsi que les susceptibilités individuelles pourront aussi jouer un réle

important sur la sévérité des symptdmes observés (Samuel et Saint-Laurent et al.,2001).
7.2. Toxicité chronique

La toxicité chronique est le résultat d’une exposition répétée ou continue a des doses faibles.
Les signes apparaissent souvent tres tardivement (Le Clech et al.,1998). Les signes sont
souvent difficiles a reconnaitre et le délai avant I’apparition de la maladie peut étre trés long.
Parfois, celle-ci survient alors que la personne n’est plus exposée aux pesticides depuis des
années. Il peut, par ailleurs, étre difficile de faire le lien entre 1’exposition chronique aux
pesticides et les symptoémes observés en raison de cette période de latence caractéristique. Les
symptomes peuvent se présenter sous forme de : fatigue, fréquents maux de téte, manque

d’appétit, perte de poids (Samuel et Saint-Laurent et al.,2001).
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Néonicotinoides
1 .Définition

Sont des insecticides largement utilisés dans le traitement des semences contre des insectes
suceurs de seve : les pucerons, aleurodes et cicadelles. Utilisés dans les cultures comme le
mais contre les taupins (Agriotes brevis et al.,2000) et ils sont aussi utilisés dans les vergers
contre des lépidopteres de la famille des tortricidés, les carpocapses (Cydia pomonella et
al.,1998) Graphita molesta. (Furlan et al.,2018)

2. Mode d’action des néonicotinoides

Le systéme nerveux est constitué d’un réseau de neurones interconnectés par le biais
de jonctions spécifique : les synapses. Le message véhiculé au niveau d’une synapse
peut étre de nature électrique ou de nature chimique (neurotransmetteurs). Cependant,
quelle que soit la nature du signal, la perception de I’information au niveau de la
cellule post-synaptique provoque I’activation ou I’inhibition de récepteurs ou de
canaux ioniquesmembranaires (Raymond-Delpech et al.,2005).

L’acétylcholine est le principal neurotransmetteur excitateur pour les transmissions
rapides dans le systéme nerveux central des insectes. Lors de I’influx nerveux,
I’acétylcholine est relachée par la membrane pré-synaptique et va interagir avec le
récepteur nicotinique de 1’acétylcholine (AChR). Ce récepteur forme un canal ionique
dontl’ouverture dépend de la fixation de 1’acétylcholine, ce qui entraine un in- flux de
Na+ extracellulaire et un efflux de K+ intracellulaire, déclenchant ainsi I’influx
nerveux. La dégradation de 1’acétylcholine par 1’acétylcholinestérase stoppe lesignal.
La nicotine est un agoniste non hy-drolysable de 1’acétylcholine, elle reste fixée au
récepteur ce quiempéche sa fermeture, et ce qui perturbe le signal en créant une
hyperpolarisation de la cellule (Antonio-Arreola et al.,2011; Jeschke et al., 2013;
Ahmed et al.,2015).

Les récepteurs nicotiniques sont composés de cing sous-unités qui forment un canal
permettant le passage sélectif d’ions Na', Ca®et K* (Efsa et al.2014). Les
néonicotinoides, insecticides neurotoxique agissent spécifiquement sur les récepteurs
de I’acétylcholine (nACHRs) comme inhibiteur compétiteur, ¢’est-a-dire qu’il bloque
les transmissions des impulsions des membranes synaptiques des systémes nerveux.

Ce disfonctionnement cause éventuellement la tétanie (crises contractures
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musculaires), gérescence neuronale et puis la mort d’insecte (Buckingham et
al.,1997). La majorité de ses insecticides sont & dualité d’action, agit par contact et
ingestion a de trés faibles doses (Matsuda et al.,2001; Nauen et al.,2006 ; He et
al.,2012).

Pyréthrinoides

Organochloreés, Néonicotinoides,
/ Oxadiazines Spinosad

Eﬁ‘ : ::D ACh / I]
1 (}{-

> NnAChR
:'I;
0 (=] =
=Y
Présynaptique (&) ..’ Postsynaptique
uAChE
Organophosphorés
Carbamates

Figure 09 : Représentation schématique d’une synapse cholinergique entre deux neurones
avecles cibles principales des néonicoténoides. ACh : acétylcholine ; AChE :
acetylcholinestérase ;nAChR : récepteur cholinergique de type nicotinique; Na : canal sodium
(Raymond-Delpech et al.,2005).

3. Métabolisme des néonicotinoides

A Dlinstar de toutes les molécules toxiques pour un organisme donné, les
néonicotinoides sont métabolisés par I’organisme ou ils ont introduit. Bien qu’il soit
difficile de connaitre 1’ensemble des métabolites qui en découlent, quelques-uns des
principaux métabolites sont connus. Les travaux de (Suchail et al.,2003) ont bien
déterminé les métabolites de I’imidaclopride, un insecticide qui appartient a cette
famille. Les différents métabolites de [I’imidaclopride sont: le 5-hydroxy-
imidclopride (5.0H), le 4,5 -dihydroxy-imidaclopride (4,5-OH), I’oléfine, 1’acide G-

chloronicotinique 6-ACN) et les dérivés guanidine et urée.
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L'imidaclopride
1.Définition de L’imidaclopride

L’imidaclopride (1-(6-chloro-3-pyridylmethyl)-N-nitroimidazolidin-2-ylidéeneamine),est un
chloro-nicotinyle systémique insecticide sa formule développée est représentée dans la figure
11, qui agissent comme agonistes des récepteurs nicotinique post synaptiques de

I’acétylcholine (NAChRs), dont le mode d’action sur le systéme nerveux des insectes differede
celui des produits neurotoxiques traditionnels (Wamhoff et Schneider 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 controler les insectes suceurs sur les cultures comme les pucerons, les

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

[\

= N H

Figure 10 : La structure chimique de I’imidaclopride (Wambhoff et Schneider

et al.,1999).
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Figure 11 : Principaux métabolites de I’imidaclopride (Suchail et al.,2003).
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1. Propriétés chimiques

L’Imidaclopride est un produit stable dans les conditions normales de stockage. Des produite
de décomposition dangereux se forment en cas de feu, tels que des oxydes de carbone ou
d’azote, de [l'acide chlorhydrique ou du cyanure dhydrogene. (Bromilow,R.H.Et
chamberlaine,k et al.,1989).

2. Utilisation de I'imidaclopride
2.1.Utilisation de L'Imidaclopride dans agriculture

Il est important de rappeler que I'imidaclopride est un insecticide dit« systémique». Cela
signifie qu'il s'insinue dans la seve des plantes, et se répande dans toutes ses parties. Ainsi, il
possede deux modes de pénétration sur les insectes: soit par contact, soit par ingestion.
L'imidaclopride entre dans la composition de plusieurs substances. Comme par exemple dans
la Gaucho qui sert a traiter les céréales, ou le confidor utilisé pour traiter les arbres fruitiéres,
ou encore le provado, utilisé principalement dans les jardins. L'imidaclopride est donc trés
souvent employé dans le traitement des semences, de par son effet puissant contre les insectes
piquers-suceurs (comme par exemple les tiques, les pucerons ou encore les
cicadelles).utilisés en agriculture sous forme de sprays, ce qui conduit a terme a certains
résidus. (Laycock et al.,2014).

2.1. Utilisation L'Imidaclopride dans I'industrie domaine vétérinaire

Utilisé pour lutter contre les puces et les tiques chez les animaux de compagnie (chiens, chats
et furets). (Laycock et al.,2014).

3.Métabolisme d'imidaclopride

Le métabolisme de I'imidaclopride est simple; il existe deux voies principales de
métabolisme dans les systemes mammiféres. Le premier est le clivage oxydatif en
imidazolidine, qui ne semble pas étre métabolisé davantage, et I'acide nicotinique 6-ClI.
Le fragment imidazolidine est excrété directement via l'urine, et le fragment
nicotinique est dégradé via une conjugaison au GSH eu derive d'acide mercapturique et
ensuite au I’acide méthylmercaptonicotinique. La deuxiéme importante voie de
biotransformation est I'nydroxylation de la molécule dans I'anneau imidazolidine suivi
de I'élimination de l'eau sous la formation d'un métabolite insaturé (Thyssen et
Machemer et al.,1999).
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L'imidaclopride est rapidement absorbée par le tractus intestinal et rapidement distribué
dans le systeme mammifere, il est rapidement absorbée, métabolisé dans le foie et

excréeté principalement via l'urine (Vardavas et al.,2018).

3.Effets toxicologiques
5.1.Toxicité aigué

Selon I'OMS et 1’agence de protection de l'environnement des Etats-Unis, 1’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™ de poids corporel chez le rat et131 mg.kg™ chez la souris (Ajermoun et
al.,2021).

5.1. Toxicité chronique
Plusieurs études illustrent la toxicité de I’'IMI par ses différents mécanismes et leurs effets
Des études récentes montrent des effets de toxicit¢é de I'IMI sur le systéeme

immunitaire, enplus des effets sur la reproduction chez les rats males (Hassanet 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 systtme nerveux central chez le rat (Duzguner2010;
Sonphule et al.,2019).

5.3. Effets mutagéniques

L’imidaclopride est faiblement mutagénique. Sur 23 analyses de tests de mutagénicité en
laboratoire, seulement deux ont montré des effets positifs : des changements sur les
chromosomes de lymphocytes humains et une génotoxicité sur les cellules chinoises d'ovaire

de hamster.
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5.4.Toxicité pour la reproduction

Une affection d'organe reproducteur chez les rats male, exposeé trois mois a des doses
d'imidaclopride inférieure a la dose sans effet observable (NOEL) qui est de 5 a 10 mg kg-1 et
diminution de la masse des organes sexuels accessoires , une diminution également du niveau
de la testostérone et la concentration de sperme, avec une distorsion des spermatozoides, une
modification des lipide qui composent le tissu testiculaire, une fragmentation de 'ADN

séminal et I'apoptose des cellules spermatogenes (Bal et al.,2012).
5.4.Effets Neurotoxique

Dans une étude chez le rat administré par sonde gastrique jusqu’a 45 et 90 mg/kg de poids
corporel pendant 28 jours provoquent une baisse significative de la activité locomotrice
spontanée et douleur seuil chez le rat. 1l existe également des études de neurotoxicité

chronique et méme aigue (Lonare et al.,2014).
5.4 Effets tératogenes

Une étude de toxicité développementale chez les rats alimentés par sonde gastrique jusqu’a
100 mg/kg/jour les jours 6 a 16 de gestation a eu comme conséquence un NOEL de 30
mg/kg/jour (basé sur des anomalies squelettiques observées a la dose la plus élevée de 100
mg/kg/jour) (Pike et Reed, 1993).Une étude de toxicité développementale chez des lapins
alimentés par sonde gastrique avec des doses d'imidaclopride pendant les jours 6 a 19 de
gestation, a eu comme conséquence un NOEL de 24 mg/kg/jour basé sur la diminution du
poids corporel et les anomalies squelettiques observées a 72 mg/kg/jour (la dose la plus
élevée) (Federal Register et al.,1995).

5.4 Perturbateur endocrinien

L’imidaclopride peut agir comme perturbateur endocrinien et peut perturber le métabolisme
et I'noméostasie et contribuent a I'obésité et perturbent la stéroidogenése en inhibant les
activités enzymatiques du cytochrome P450. Tous ces effets indésirables de I'imidaclopride
peuvent présenter un grand risque pour la reproduction et le développement along terme

(Conséquences a I'age adulte) (Mikoli¢ et Bréi¢ Karaconji et al.,2018).
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5.4.Effets cancérogénes

L'imidaclopride est classé comme cancérogene du «groupe E», ce qui signifie qu'il n'y a

aucune preuve de cancérogénicité chez I'nomme (Mikoli¢ et Bréi¢ Karaconji et al.,2018).

5.4. Effet chez I’abeille

L’imidaclopride peut se révéler toxique pour I’abeille par contact direct mais il neprésente pas
de risque quand il est employé comme traitement de graine ou s’il n’est pas utilisé pendant la

floraison (Tomlin et al., 2007).
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Matériels & méthodes

1. Matériel
1.1. Matériel biologique et condition d’élevage

Les expérimentations ont été effectuées au niveau de laboratoire de ['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’¢levages El Kouba, Alger).Agés de neuf
semaines, d’un poids corporel vif moyen de 170 a 300 g. Apres la souris d'expérimentation, le
rat est le mammifére d'expérimentation de I’ordre des rongeurs le plus utilisé en recherche

scientifique.

Figure 12: 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°+£2°C et une photopériode naturelle.

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

quotidiennement.

Figure 13: Conditions d'élevage des rats Rattus rattus
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1.2. Matériel chimique
Dans ce travail, nous avons utilisé Les Néonicotinoides a base 1’Imidaclopride (IMI) pour le
traitement des rats sous forme solution a deux doses 5 et 50 mg/kg/jour pour le traitement des

rat.

Préparation de la solution de Néonicotinoides (IMI)

La solution d’IMI a été préparée en utilisant de 1'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 I’IMI en raison de 5 mg/kg par voie orale.

Lots n° 3 : Contient 10 rats traités par I’IMIen raison de 50 mg/kg par voie orale (chaque jour

N

pendant 40 jours).

Figure 14: Méthode de traitement par voie orale
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2.2. Mesure du poids

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

balance électronique.

Figure 15 : Mesure du poids des rats dans laboratoire
2.3. Sacrifice et prélevement d’organes

Apres 40 jours de traitement les rats de 03 lots ont été sacrifiés, les poumons ont été
rapidement préleves aprés la dissection et rincés dans une solution de chlorure de sodium
(NaCl) a 0,9% puis pesées et conservées a température (-20°C), pour les dosages des

différents parametres

Figure 16 : Le sacrifice de rat
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Les rats sacrifiés ont été pesés puis ouverts ventralement pour le prélévement des organes
(figure 17).

Figure 17 : Prélevement des organes

2.4. Estimation du poids relative du poumon

Le poids relatif des poumons extraits des rats PRp [g/100g de poids corporel]) est calculé par

rapport au poids total du rat selon la formule suivant :

PRP (g/100g de PT) = PP/PT x 100

PP: poids des poumons (g).

PT : poids total de rat (Q).

PRp : poids relatif des poumons (g)
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Figure 18 : Schéma récapitulatif du protocole expérimental.
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3. Parametres du stress oxydative

Qui comprend des parametres enzymatiques et non enzymatiques.

3.1. Biomarqueurs non enzymatiques

3.1.1.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 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 déprotéinisation par I’acide sulfosalicylique a 0,25% afin de

protéger les groupements (-SH) du glutathion selon la méthode de (Weckbeker & Cory et
al.,1988)

% Protocole expérimental

>

YV V V V

>

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

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.

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 :

GSH { DO X 1% 1,525
GSH (M GSH/mgdes protiene:
o I Ges PTOLNES | o S R D8
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e DO : ladensité optique.

e 1: Le volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation (0,8 ml de ’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 + 0,025m| 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.

3.1.2. Dosage du Malondialdéhyde (MDA)

Le MDA est I’un des produits terminaux formeés 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 ul de surnageant;

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

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

Prélever 400 ul de surnageant;

Ajouter 80 ul d’HC1 0.6 M;

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

YV V.V V V V V V V

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

nmol L DO x 106
[c] ( de protiénes) =
m SXLXXXFd

C : la concentration en nmole /mg de protéines.

DO : densité optique lue a 530 nm.

E: Coefficient d’extinction molaire du MDA = 1,56.10° M-/cm.
L : Longueur de la cuve utilisée (1cm).

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

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

3.2. Biomarqueurs enzymatiques

3.2.1 Dosage de P’activité du glutathion peroxydase (GPx)

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

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

Hy0, + GSH = GSSG + 2H,0,

% Protocole expérimental

» Préparer les homogénats a partir de 200mg d’organe avec tampon d’homogénation TP
(pH 7,4);
Centrifuger a 3000 tours/min pendant 10 min;
Prélever 0.2 ml de surnageant;
Ajouter 0.4 ml de GSH (0.1 mM);
Ajouter 0.2 ml de solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4);
Incuber au bain marie & 25°C, pendant 5 min;
Ajouter 0.2 ml de H202 (1.3 mM) pour initier la réaction, laissé agir pendant 10 min;
Ajouter 1 ml de TCA (1%) pour arréter la réaction;

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

YV V.V V V V V V V

Centrifuger durant 10 minutes a 3000 tours /min;
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> Prélever 0.48ml de surnageant;

» Ajouter 2.2ml de solution tampon TBS;

> 4Ajouter 0.32ml de DTNB (1ImM);

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

La détermination de I’activité enzymatique de la GSH-Px se fait a 1’aide de la formule

suivante:

(DOe — DOb).0,04
DOb

GPx(pumol. mg de protéine) =

e DO: échantillon : Densité optique de 1’échantillon.
e DO étalon: Densité optique de 1’étalon.

e 0.04: Concentration de substrat (GSH).

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

%+ Activité de GSH consommée/min/gr de protéine.

% Blanc=0.04 micro mole de GSH réduit —DOb.

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

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

X= (IO O=-000) [ 0.04/D0 b = quantité de GSH réduit disparue (oxydée) dans 0.2 extrait dans
Iml.

T+A z H 7 - 5
L’activité de la GPx = la quantité de GSH réduit oxydée disparue .X =

protéine

3.2.2 Dosage de I’activité de glutathion S-Transférase (GST)

Les glutathion S-transférases appartiennent a une famille d’enzyme multifonctionnelle
essentiellement cytosolique, impliques dans le transport et la biosynthése intracellulaire, elles
catalysent des réactions de conjugaison entre un peptide endogene, le glutathion, et des
molécules réactives comportant des sites électrophiles.

La mesure de I’activité de glutathion S-Transférase (GST) est déterminée selon la méthode de

(Habig et al,.1974) ,elle mesure la cinétique de formation entre un substrat modele, le

29



Matériels & méthodes

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 \
GST + - O2N —*\\ // — SG+Cl+H
\ S
o NO2
NO2

La valeur de la densité optique mesurée est directement proportionnelle a la quantité de
conjugué formé elle-méme liée a I’intensité de 1’activité GST.
Pour cela, nous avons procédés aux étapes suivantes:
» Homogénéisation par 1 ml de tampon phosphate (0.1 M, pH 06).
» L’homogénat est centrifugé a 14000 t/min pendant 30 min et le surnageant 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 distillee
remplagant la quantité de surnageant.
» La lecture de I’absorbance se fait a 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)
9,6 x mg de protéine

GST(nmol GST/min/mg protéine) =

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

e L: Trajet optique de la cuve =1cm.
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4. Dosage de paramétres biochimiques

4.1. L’activité de lactate déshydrogénase (LDH) tissulaire
> Principe

Le lactate déshydrogénase catalyse la réduction du pyruvate par le NADH, selon la réaction

Suivante :
LDH
Pyruvate + NADH + H* s L-lactate + NAD"

Le taux de la diminution de la concentration de NADPH mesuré a 340 nm, est proportionnel a

la concentration catalytique de LDH présent dans 1’échantillon (Pesce et al,.1984).

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 + écartype) et en
suites ont représenté en des graphes a 1’aide de Microsoft office Excel 2010.

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

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

différentes avec un risque d’erreur p tel que :

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

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

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

p < 0,001 = la différence est trés hautement significative***
%+ Nous avons déterminé, grace aux statistiques élémentaire ; les parameétres
statistiques pour chaque lot expérimental. Les données ont été analysées par

I’analyse de la variance a un seul critére de classification (ANOVA 1).
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Résultats

1. Effet de I’'Imidaclopride (IM1) sur le Poids relative du Poumon (%) des rats

Nous avons suivi I’évolution des poids absolus (PA) et relativs (PR) du poumon chez les rats
témoins et les rats traités par I’Imidaclopride (IMI).

Pour le suivi des changements des poids relatif du poumon des rats pendant la période du
traitement. Nous remarquons une diminution significative (p<0.05) du poids relatif du
poumon chez le groupe traité par 1’Imidaclopride (IMI) a dose (50mg/kg/j) comparant au
groupe témoin. Tandis que, on enregistre une diminution non significative (p>0.05) chez le
groupe traité par I’Imidaclopride (IMI) a dose (5mg/kg/j) par rapport aux témoins.

Tableau 02 : Variation de poids relative des poumons chez les différents groupes expérimentaux.
(Tableau 02; figure 19).

Groupe Témoin IMI (5mg/kg) IMI (50mg/kg)
Poids Relatif de Poumon (%) | 1.5004+0.00323 1.4949+0.00333 1.4799+ 0.00397*
* : 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.

1,51

- 1,505 -
1,5 -
1,495 -
149 n=10
1,485 -
1,48 -
1,475 -
1,47 -
1,465

Poids Relatif de poumon (%

témoin IMI (5mg/kg) IMI (50mg/kg)

Groupes experimentaux

Figure 19: Evaluation des poids relative du poumon chez les rats témoins, traités par
I’'ITmidaclopride (IMI) apres 40 jours de traitement.
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2.Effet du ’Imidaclopride (IMI) sur les parametres de stress dans les poumonsdes
rats
2. 1. Effet sur les parametres non enzymatiques

2.1.1. Effet sur le taux de GSH
Cette figure (20) représente la variation de taux de GSH chez les rats traités par
I’Imidaclopride (IMI) par rapport les témoins.
Dans notre travaille nous observons une diminution tres hautement significative (p<0.001)
chez le lot traitée par 1’Imidaclopride (IMI) a dose (50 mg/kg/jour) aussi une diminution
hautement significative (p<0.01) chez le lot traitée par 1I’Imidaclopride (IMI) a dose
(5mg/kg/jour).

Tableau 03: Taux de GSH pulmonaire des rats dans les différents groupes expérimentaux.

Groupe Témoin IMI (5mg/kg) IMI (50mg/kg)

GSH (pmol/mg de protéine) 174.59+ 6.06 142.08+ 6.45** 127.38+ 9.16***

* : 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.

200
180 -
160 - *k
140 -
120 - n=10
100 -
80
60 -
40 -
20

GSH (umol/mg)

témoin IMI (5mg/kg) IMI (50mg/kg)

Groupes experimentaux

Figure 20: Variation de teneur pulmonaire en GSH pulmonaire chez les rats temoins, traités
par I’Imidaclopride (IMI), aprés 40 jours de traitement.
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2.1.2 Effet sur le taux de Malondialdéhyde (MDA)

D’apres les résultats présentés dans la figure 21 et tableau 04 .On observe une augmentation
tres hautement significative (P=0.000) du taux de MDA pulmonaire chez lesrats traité par
I’IMI (50mg/kg) et une augmentation hautement significative chez les rats traité par I’'IMI
(5mg/kg) par rapport aux témoins.

Tableau 04: Taux de MDA pulmonaire des rats dans les

experimentaux.

différents groupes

Groupe

Témoin

IMI (5mg/kg)

IMI (50mg/kg)

MDA (npmol/mg de protéine)

0.41+ 0.031

0.58+ 0.053**

0.75% 0.046***

*

P

: 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).

: Seuil de signification.

0,9
0,8 -
(]
=
3§ 0,7 -
o
o 0,6 N
(]
-] 0,5 -
£
~ 0,4 -
©
£ 0,3
2
< 4
a 0,2
2 0,1 -
0

témoin IMI (5mg/kg)

Groupes experimentaux

% %k %k

IMI (50mg/kg)

n=10

Figure 21 : Variation du taux de MDA pulmonaire (umol/mg de protéine) chez les rats
témoins et traités apres 40 jours.
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2.2. Effet sur les parameétres enzymatiques

2.2.1. Effet sur Pactivité de GPx

La figure (22) représente la variation de GPx chez les rats traités par I’Imidaclopride (IMI).
Nous observons dans cette présent qui il y a une diminution tres hautement significative
(P<0.001) dans Ies lots traitée par I’Imidaclopride (IMI) aux doses (5mg/kg/jour,
50mg/kg/jour) par apport au groupe témoin.

Tableau 05: Activité enzymatique de GPx pulmonaire des rats dans les différents groupes

experimentaux.

Groupe Témoin IMI (5mg/kQg) IMI (50mg/kg)
GPx (nmol/mg de protéine) 0.598+ 0.004 0.549+ 0.007*** 0.54+ 0.005***
* : 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.

0,61
0,6
0,59
2 058
2
© 0,57
Q
o 056
©
% 0,55
g
E 0,54
3 053
o5
u ?
0,51
0,5

n=10
K k%

% k%

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

Figure 22: Activité enzymatique de GPx pulmonaire chez les rats témoins, traités par

I’Imidaclopride (IMI), aprés 40 jours de traitement.
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2.2.2. Effet sur les variations de I’activité GST (Glutathion —S-transférase)

Cette figure (23) représente la variation de 1’activité de GST traités par I’Imidaclopride (IMI),
dans notre travaille nous observons qui il y a une augmentation hautement significative
(P<0.01) chez le lot traitée par I’'Imidaclopride (IMI) a dose (5 mg/kg/j) et une augmentation
tres hautement significative (p<0.001) chez le lot traité par I’Imidaclopride (IMI) a dose
(50mg/kg/j) par apport ou groupe témoins.

Tableau 06 : Activité enzymatique de GST pulmonaire des rats dans les différents
groupes expérimentaux.

Groupe Témoin IMI (5mg/kQ) IMI (50mg/kg)
GST (umol /min /mg de protéine) 1.372+0.003 1.437£0.0132 ** 1.482+0.014 ***

* : 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.

1,65

16 - XX
1,55 +
n=10

1,45

GST (umol /min /mg de protéine)
P =
D v

1,35

* %k

témoin

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

Groupes experimentaux

Figure 23 : Activité enzymatique de GST pulmonaire chez les rats témoins, traités par
I’Imidaclopride (IMI) aprés 40 jours de traitement.
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3.Evaluation des parameétres biochimiques

3.1. Effet du traitement sur Pactivité enzymatique de LDH

D’aprés les résultats représentés dans le tableau (07) et la figure 24, I’activité enzymatique de
LDH est augmentée chez les rats traités par I’'IMI (5mg/kg) d’une e maniére hautement
significative et on observe une augmentation trés hautement significative (P=0.000) du taux
de MDA pulmonaire chez les rats traité par I’IMI (50mg/kg) par rapport aux témoins
Tableau 07:Activité enzymatique de LDH pulmonaire chez les rats témoins, traités
parl’Imidaclopride (IMI) aprés 40 jours de traitement.

Groupe

Témoin

IMI (5mg/kg)

IMI (50mg/kg)

LDH (Ul/mg de protéine)

0.0123+0,0019

0.0221+0.00162**

0.038+0.00124***

* : 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.

0,045
0,04 -
20,035 -

* %k

%k %k *k

n=10

témoin

IMI (5mg/kg)

IMI (50mg/kg)

Groupes experimentaux

Figure 24 : Activité enzymatique de LDH pulmonaire chez les rats témoins, traités par
I’Imidaclopride (IMI) aprés 40 jours de traitement.
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Discussion

Les pesticides ont été appliqués de maniere préventive afin de repousser ou d’atténuer leseffets
des organismes nuisibles. Bien que la plupart d’entre eux aient été interdits dans de nombreux
pays en raison d’effets mutagenes et cancérigenes, les pesticides et leur métabolitessont
toujours présents dans 1’environnement, en particulier dans les sols et les sédiments, en raison
de leur persistance et leur propriétés lipophiles. La quantité de pesticides en contact direct
avec les microorganismes ciblés est extrémement faible par apport a la quantité appliquée. Des
effets secondaires indésirables peuvent alors se produire sur certaines espéces, Sur les
communautés ou sur 1’écosystéme. (Ayad-mokhtari et al.,2012).

Les pesticides touchent presque 1’ensemble des organes de I’étre humain a travers la
chaine trophique ; par conséquent cette étude a été basée sur la pneumotoxicité de
I’Imidaclopride (IMI) chez les rats Wistar, a cause de la similarité qui existe entre les
poumons humains et ceux des rongeurs, aussi les rongeurs présentent un bon outil pour
étudier les changements pathologiques in vivo (Valcheva et al.,2012).

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 1’apoptose. (Lee et al.,2016).

> L’effet de I’Imidaclopride (IMI) sur le poids relatif des poumons

Les résultats de I'évaluation des parameétres pondéraux suggerent que I'administration de
I’Imidaclopride (IMI) aux doses (5mg/kg/jour ; 50mg/kg/jour) provoque une diminution
significative (p<0.05) de poids relatif des poumons des différents groupes des rats.

Cette diminution est probablement due a la dégradation des cellules pulmonaire et
I’activation de I’excrétion des lipides et I’augmentation de la libération des molécules
réactives d'oxygene et provoquent I’oxydation accrue des protéines qui causent la mort
cellulaire ou réduisant ainsi les cellules.

Et d’autre part cette réduction est provoquée par le phénomene anorexique et probablement
par une nécrose pulmonaire selon (Viviana et al.,2005) ; Chakroun et al.,2016), etconfirmé
par les études de (Gasmi et al.,2018; Fetouiet et al.,2009).

» L’effet de I’'Imidaclopride (IMI) sur les parameétres du stress oxydatif dans les
poumons chez les rats

1. Effet sur le taux de GSH

Le glutathion réduit (GSH) est un tripeptide (Glu-Cys-Gly) contenant un groupe thiol
nucléophile qui interagit facilement avec les xénobiotiques alcalins. (Tremblay et al.,2018).
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Le GSH joue un role central dans le processus de défense intracellulaire (Arrigo et al.,1999)
la glutathion réductase (GSH) réduit le peroxyde d'hydrogéne et/ou les peroxydes organiques
par la réaction catalysée par la glutathion peroxydase (GPx). (Garait et al.,2006).

Nos résultats montrent une diminution des taux pulmonaires de GSH aprés exposition a
I'imidaclopride. Cette diminution est en réponse au stress oxydatif induit par I'imidaclopride
(Kumar et al.,2017).

La diminution des niveaux de GSH indique que le corps du rat crée un systeme de
défense antioxydant (Grara et al.,2012 ; Kehili et al.,2017).

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.

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 ; El-Sharkawy et
al.,1994)

2. Effet sur le taux de Malondialdéhyde (MDA)

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

La peroxydation lipidique est suivie d’un changement structural des membranes biologiques
(Bebianno et al.,2005). Ou d’autres éléments contenant des lipides (Al-Mutairiet al., 2007).

La surveillance de I'étendue de la peroxydation lipidique dans les poumons peut aider a la
détection des troubles pulmonaires. En fait, la peroxydation lipidique peut étre utilisée comme
indice pour mesurer les dommages qui se produisent dans les membranes tissulaires a la suite
de la génération de radicaux libres. (Husain et al.,2001; Dianzani et al.,1985).

D’aprés les résultats présentés. On observe une augmentation tres hautement significative
(P=0.000) du taux de MDA pulmonaire chez les rats traité par I’IMI par rapportaux témaoins.
Ce résultat est en accord avec les résultats d’autres études qui ont mis en évidence une
augmentation de la peroxydation lipidique apres traitement par les pesticides (Kehrer et
al.,1993; Ahmed et al.,2000).

La peroxydation lipidique accrue chez les rats traités a I'imidaclopride indiquant I'absence
d'une génération excessive de radicaux libres provenant du métabolisme dés I'imidaclopride
dans les poumons. L'augmentation de la peroxydation lipidique a conduit a la perturbation de
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I'intégrité de la membrane des cellules pulmonaires et a la fuite d'enzymes cytoplasmiques
comme le lactate déshydrogénase (LDH) (données présentées).confirmeée par le niveau le
plus élevé de LDH et par la diminution significative des thiols totaux dans le tissu
pulmonaire.

3. Effet du traitement sur I’activité enzymatique de LDH

Le lactate déshydrogénase (LDH) est une enzyme qui joue un rdle principal dans le cycle
glycolytique de la cellule pour la conservation de 1’énergie stockée (pyruvate ou lactate), elle
est tres largement distribuée dans de nombreux tissus (muscles squelettiques, foie et coeur),
mais seule une petite quantité de LDH est habituellement trouvée dans le sang. Cependant,
quand les cellules sont abimé ou détruites, elles libérent leur LDH dans le torrent circulatoire
sanguin. C’est pour cela qu’elle est un bon indicateur de dommage tissulaire des myopathies.
Cette enzyme est libérée par plusieurs tissus suite a des dommages oxydatifs (Lohitnavy et
Sinhason et al.,1998).

Nos résultats montrent une augmentation de I’activité enzymatique de LDH est augmentée
chez les rats traités par I’IMI par rapport aux témoins. Cette enzyme est normalement
contenue dans la plupart des tissus de I’organisme, et seulement en faible quantité dans le
sang lorsque les tissus sont endommagés les cellules libérent la LDH entrainant une
augmentation de sa concentration dans le sang. (Données présentées de poids relative du
poumons et taux de ’'MDA) .Ceci est confirmé par plusieurs études qui ont montré
I’augmentation de 1’activité plasmatique de LDH suite a 1’exposition a différents insecticides
(Fetoui et al., 2009 ; Saoudi et al.,2011).

4. Effet sur Pactivité de GPx

La GPX est une enzyme antioxydant clé qui régule le niveau des ROS (la GPX et capablede
nos seulement de réduire le peroxyde d’hydrogéne en eau, mais aussi les hydreux peroxydes

résultant de I’oxydation de acides gras insaturées) et donc protégé les cellules. (Weber et
al.,2002)

Les résultats obtenus ont montré qui il y a une diminution trés hautement significative
(P<0.001) de I’activité enzymatique de GPx dans les lots traitée par I’Imidaclopride (IMI)
auxdoses (5mg/kg/jour, 50mg/kg/jour) par apport au groupe témoin. Et ces résultats sont
en accord avec les travaux de (Gasmi et al.,2018).

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 maniére générale et
endommager les enzymes y compris ceux a I’activité antioxydant. (Boumaza et al.,2017)

Et d’autre part cette diminution due par la surproduction de peroxyde d’hydrogéne qui
provoque une inhibition enzymatique de la GPx. En remarquant malgré on est registré une
diminution de taux du GSH que ’activité de GPx est diminué. Ceci explique probablement
par I’effet toxique d’IMI qui inhibe 1’utilisation du GSH.
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5. Effet sur les variations de I’activité GST (Glutathion —S-transférase)

Les glutathion S-transférases (GST) sont des substances majeures enzymes de détoxication
de phase Il présentes chez tous les organismes eucaryotes. (Kilanowicz et al.,2003)

Le glutathion S-transférase (GST), joue un réle important dans la désintoxication des
xeénobiotiques et/ou dans la protection contre des métabolites nocifs (enzyme de la phase 02
de la conjugaison) générés apres la dégradation des macromolécules comme la peroxydation
lipidique suite & leur exposition au stress oxydant. (Jansen et al.,2005)

D’aprés nos résultats on observe une augmentation hautement significative (p<0.001) de
I’activité GST dans les tissus étudies (poumon) chez les lots traité par I'IMI par rapport aux
témoins a cause de I’induction enzymatique provoque, Nos résultats sont cohérents avec
I’étude (Kehili et al.,2018).L’augmentation de 1’activité de cette enzyme est une réponse
physiologique pour compenser les dommages qui sont dus aux radicaux libres.
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Conclusion et Perspective

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

perturbation au Niveau des parameétres évaluer conclure comme suivant :

Une diminution significative au poids relative d’organe.
Une diminution tres hautement significative dans I’activité de GPX.

Une diminution significative et non significative dans le taux de GSH.

YV V VYV V

Une augmentation tres hautement significative et hautement significative dans le taux

de MDA.

» Une augmentation trés hautement significative et hautement significative dans
I’activité de de GST.

> Une augmentation trés hautement significative et hautement significative dans

I’activité enzymatique de LDH.

Et comme perspective, il est nécessaire de faire des études histopathologies et Physiologiques,
méme comportementales pour bien étudier les effets de cette Néonicotinoide et développer le
but de cette étude par le dosage des autres biomarqueurs par des autres appareilles
sophistiqués (HPLC, ELISA, CPG...).
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Annexes

Matériel utilisé dans les différentes étapes de I’étude

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

w_/

Spectrophotomeétre
(UV mini 1240, Bain de sable Vortex (THERMOS). Reéfrigérateur
SHIMADZU).

Figure 28: Grand matériel de laboratoire et appareils

Tubes a essais Mortiers Verreries

- Pissette.

- Spatule.

- Barreau magnétique.

- Extracteur des barreaux
magnétiques.

- Embouts.

- Cuvette pour la

Micropipettes Tubes épindorphes spectrophotométrie (en

plastique et en verre).
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Micropipettes
del00pl et
1000pl.
Pipettes
graduée

.

Pipettes
pasteurs.

Portoirs pour
différents types des
tubes.

Tubes secs en verre
et en plastique.

Papier d'aluminium.
Papier hygiénique
Béchers

Erlenmeyers.
Eprouvettes graduées.

Figure 29: Petit matériel de laboratoire
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Matériel chimique

* Eau distillée.

* TCA (Trichloro acétique).

* Anthrone.

* Acide sulfurique.

* Acide orthophosphorique (a 85%).

* Ether.

* Chloroforme.

* Ethanol (a 95%).

* BSA (Albumine sérum de boeuf).

* Sodium phosphate dibasique.

* ASS (Acide sulfosalicylique).

* Sodium phosphate monobasique.

*Tris.

* HCI.

* Na OH.

* Méthanol absolu.

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



