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Introduction

Les pesticides sont des produits synthétiques ou naturel destinés a 1’élimination des
organismes nuisibles comme les ravageurs, les mauvaises herbes, les champignons et les
insectes (Kim et al, 2017). L’utilisation massive des pesticides a pour but d’améliorer la
productivité agricole mais ils possédent également des effets néfastes sur les organismes non
cible et présentent un risque pour la santé humaine (Hernandez et al, 2013).

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 paralysic et mort de
I’insecte (Thany, 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, 2014), est
considéré comme un remplacant possible pour I’ organophosphoré diazinon, est utilisé dans
le monde entier pour les insectes nuisibles et la lutte contre les puces chez le chat et le chien
(Lohiya et al, 2017).

Des recherches récentes ont suggéré que l'imidaclopride peut provoquer un stress

oxydatif et une inflammation dans les organes comme le foie (EI-Halwagy et al, 2018).

Le foie est le centre majeur du metabolisme , avec une activité ¢levée d’antioxydants et
d’enzymes associées, de sorte qu’il est I’organe principal responsable de la détoxification des

xénobiotiques (EI-Gendy et al, 2010).

I1 existe plusieurs études sur I’hépatotoxicité induite par 1’imidaclopride (Bizerra et al,
2020), (Bhardwaj et al, 2010). Sur ce nous nous sommes alors intéressé a évaluer
I’hypatotoxicité induite par I’imidaclopride aprés 28 jour d’exposition chez la rats. Pour
atteindre notre objectif, nous avons déterminé les paramétres biochimiques (TGP, TGO, PAL)
ainsi que les parameétres du stress oxydatif au niveau du foie (MDA, GST, CAT, et GSH) et
nous avons les accompagnes avec les changements histopathologiques et ultra structuraux

observés dans le foie.
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Analyse bibliographique

| .1. Généralité sur les pesticides

1.1.1. Historique, définition et intérét des pesticides

Le terme pesticide désigne toute substance ou un mélange de substances
biologiquement toxiques, ils sont utilisés dans le monde entier dans le cadre de prévenir les
cultures, détruire, repousser ou atténuer [’activité de tout organisme nuisible et aussi
minimiser leurs dommages indésirables (les mauvaises herbes, insectes, champignons et les
rongeurs) (Goel et Aggarwal, 2007; Speck-Planche et al, 2012). Depuis les temps anciens,
I’homme a essayé d’appliquer les méthodes les plus efficaces dans un temps limité pour
préserver les cultures agricoles (Abubakar et al, 2020), le premier pesticide connu était
probablement la poussiére élémentaire de soufre utilisé a Sumeria avant environ 4500 ans. Au
XVII€ siécle, le sulfate de nicotine a été extrait des feuilles de tabac pour étre utilisé comme
insecticide. Aprés sa découverte en 1939 par Paul Muller, le dichlorodiphényltrichloroéthane
(DDT) a trouvé une utilisation généralisée. Cependant, avec la reconnaissance que c’était une
menace pour la biodiversité, son utilisation a considérablement diminué. Il est crucial de noter
qu’au cours de cette période, plusieurs scientifiques ont souligné les effets néfastes des

pesticides sur la santé humaine (Goel et Aggarwal, 2007).

Les pesticides sont largement utilisés dans la plupart des secteurs de la production
agricole pour prévenir ou réduire les pertes par les organismes nuisibles et peut ainsi
améliorer le rendement ainsi que la qualité du récoltes agricoles (Damalas et al, 2011). Le
processus d’application de ces pesticides a une réduction importante des insectes nuisibles,
des maladies et des mauvaises herbes qui peuvent réduire de facon importante la quantité de
rendement agricole récoltable et donc la marge économique. L’application de pesticides
contribue a la préservation du bois contre la destruction par les termites et autres insectes
foreurs ainsi que dans le contrdle du vecteur du paludisme, les moustiques Anopheles...
(Abubakar et al, 2020).

1.1.2. Classification des pesticides

Les pesticides disponibles aujourd’hui sur le marché sont caractérisés par une variété de
structures chimiques, de groupes fonctionnels et d’activités. Ils peuvent étre classes en
fonction de I’espéce a combattre, de la nature chimique de la principale substance active qui

les compose et leur degré de toxicité (Kaur et al, 2019).
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1.1.2.1. Selon la cible

Il existe principalement trois grandes familles de produits phytosanitaires selon la nature
des cibles: les herbicides, les fongicides les insecticides. Les herbicides sont utilisés pour
contréler les mauvaises herbes et les végétations ligneuse (Goel et Aggarwal, 2007), les
insecticide qui sont des substances actives ayant la propriété de tuer les insectes, leurs larves
et/ou leurs ceufs et les fongicides qui sont des produits chimiques utilisés pour lutter contre les

champignons (Kim et al, 2017).
1.1.2.2. Selon la composition chimique et la nature des ingrédients actifs

C'est la classification qui donne un indice sur I’efficacité physique et les propriétés
chimique des pesticides. Selon la composition chimique, les pesticides sont classés en quatre
groupes principaux: organochlorés, organophosphorés, carbamates et pyréethrine et
pyréthroides (Yadav et Devi, 2017).

1.1.2.3. Selon leur toxicité

L’organisation mondiale de la sant¢ (OMS) apres avoir fait des expériences sur des rats
et d’autres animaux de laboratoire en administrant une dose des pesticides par voie orale et
cutanée, ils ont ensuite estimé la dose létale médiane (DL50), la toxicité la plus faible a la plus
¢levée de 'ordre I a IV indique respectivement :extrémement toxique, Hautement toxique,

modérément toxique, légerement toxique(Yadav et Devi, 2017).

1.1.3. Devenir des pesticides dans I’environnement

L'utilisation inappropriée de pesticides a été liee a des effets néfastes tel que la
réduction des populations d'especes bénéfiques, la contamination de I'eau par les pesticides ou
de la dérive de pesticides, la pollution de l'air par des pesticides volatils, la dégradation des
plantes non-cibles, les dommages aux cultures de rotation causés par des résidus d'herbicide
restés dans le champ et des dommages aux cultures dus a des taux d'application élevés
(Damalas et Eleftherohorinos, 2011). Différents types de pesticides sont pulvérisés sur une
grande superficie de terres, en particulier sur les terres agricoles. L opération de pulvérisation
a ’aide de divers équipement sa permet de transporter les pesticides dans des endroits les plus
éloignés des endroits cibles et la formation de gouttelettes qui pourraient atteindre la surface
de I’eau (Mfarrej et Rara, 2019). Les résidus de pesticides dans les gouttelettes de pluie, 1’eau
d’irrigation et les eaux usées affectent également les organismes vivants de ’environnement

aquatique tels que les crustacés et les poissons. Comme tous les organismes vivants de
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I’écosystéme, bien sir, les plantes et les animaux sont touchés par les pesticides. Pour les
plantes, le taux de développement des plantes a diminué en raison de I’utilisation de pesticides
le sol qui se traduit par une diminution énorme des récoltes (Mfarrej et Rara, 2019). D’autre
part pour les animaux; ils sont également empoisonnés par la consommation d’aliments
contaminés par des résidus de pesticides apres pulvérisation, ce qui peut affecter la source de
nourriture et pousser les animaux a changer leur nourriture. La présence des pesticides dans
un écosysteme a un impact sur la chaine alimentaire ;ces produits chimiques synthétiques se
caractérisent par leur capacit¢ de s’accumuler dans ses tissus biologiques conduisant a

I’apparition de diverses formes de toxicité (Gill et Garg, 2014).

1.1.4. Voies d’exposition des humains aux pesticides

L'exposition aux pesticides peut se produire soit directement pendant le processus de la
production et I’utilisation professionnelle soit indirectement par I’alimentation. De plus, la
population générale peut étre exposée aux pesticides en raison de leur application sur les
terrains de golf, autour des routes principales etc. Les principales voies d’exposition humaine
aux pesticides passent par les chaines alimentaires, 1’air, et la consommation de I’eau potable.
Les pesticides sont distribués dans tout le corps humain par la circulation sanguine et sont
excrétés ensuite par 1’urine, la peau et Iair expiré: Il existe quatre voie d'exposition humaine

aux pesticides. La voie cutanée, orale, oculaire et respiratoire (Kim et al, 2017).

Homme
Environnement \Chaine alimentaire
Alimentation Faune
Habitat Flore
Culture
Jardinage
Transferts inter- Elevage Agriculture
compartiments et >
transformations Elevage
Pesticides

Figure 1 : Modes d’exposition des étres vivants aux pesticides (CPP, 2002).
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1.1.4.1. Exposition respiratoire

Les pesticides contiennent des éléments volatils, ce qui rend I'exposition respiratoire
importante.(Amaral, 2014). L'inhalation de quantités suffisantes de pesticides entraine de
graves dommages au niveau du nez et des poumons. Plus la concentration de pesticides est
élevée, plus la possibilité d'exposition est grande et aussi pour la température car le niveau
d'évaporation augmente (Damalas et Eleftherohorinos, 2011).

1.1.4.2. Exposition cutanée

L'exposition cutanée est I'une des voies les plus courantes et les plus efficaces par lequel
les applicateurs de pesticides sont exposés aux pesticides. L.’absorption cutanée peut survenir
lors de I’application, de déversements ou de dérives de pulvérisation, lors du mélange, du

chargement (Kim et al, 2017).
1.1.4.3. Exposition oculaire

Le potentiel de 1€sions chimiques est élevé pour les tissus de I'ceil. Certains pesticide ont
été absorbés par les yeux a des quantités suffisantes pour provoquer des maladies mortelles
(Kim et al, 2017).

1.1.4.4. Exposition orale

C’est le cas le plus dangereux qui peut survenir lorsque le pesticide est introduit par
voie orale, généralement par action accidentelle a des causes intentionnelles ou en raison de
négligence, par exemple lorsque les pesticides sont vidés dans les bouteilles en verre, ils

peuvent étre bus accidentellement d’une maniére inévitable (Kim et al, 2017) .
Il. L’imidaclopride
I1.1. Généralité

En 2004, plus de cing milliards tonnes de pesticides ont été utilisés dans le monde
entier, les insecticides néonicotinoide représentaient 11 a 15% du marché mondial des
insecticides. Les néonicotinoide sont les nouvelles classes d'insecticides synthétiques des trois
derniéres décennies, utilisés dans la protection des cultures et les soins de santé animale
(David et al, 2007).
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En raison de la diminution de l'efficacité des dérivés organophasphatés et carbamates.

les néonicotinoide comprennent l'acétamipride, la clothianidine, le dinotéfurane, nitenpyram,

thiaclopride et thiaméthoxame (David et al, 2007). Le premier néonicotinoide commercialisé

était l'imidaclopride, qui représentait la plus grande vente de tous les insecticides dans le

monde(Thany, 2010).
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Figure 02 : Structure de certains néonicotinoide courants (David et al, 2007).

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 systéme nerveux des insectes differe

de celui des produits neurotoxiques traditionnels(Wamhoff et Schneider, 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 contrbler les insectes suceurs sur les cultures comme les pucerons, les

cicadelles, les thrips et termites (Tisler et al, 2009). Leur Propriétés physico- chimiques est

représentée dans le tableau 01.

Cl

-

N

| ”Tr““

N~ NO,

Figure 03 : La structure chimique de I’'imidaclopride (Wamhoff et Schneider, 1999).
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Tableau 01 : Propriétés physico- chimiques de I'imidaclopride (Footprint, 2011).

Parametre Valeur

Aspect

Cristaux sans couleur avec une odeur caractéristique
faible

Nom chimique

1-(6-chloro-3-pyridylmethyle)-N-nitroimidazolidine-

2ylidéneamine

Poids moléculaire

255,7

Solubilité dans I’eau

0,61 G L (20°C)

Solubilité dans d’autres solvants

dichloromethane 50,0-100,0g L™ ; isopropanol 1,0 g
L?; toluéne 0,5-1,0g L?; n-hexane <0,1 g *; eau
0,061 g 100mL*

Point de fusion

134,4° C (forme en cristal 2) — 143,8°C (forme en
cristal 1)

Pression de vapeur

4.10" mPa (20°C)

Henry

2.101°Pa m?® mole 1

Coefficient de partage carbone

organique/ eau

247 cm®/g. ce paramétre, noté kee représente le
potentiel de rétention de cette substance active sur la

matiere organique du sol .

Durée de demi —vie

180 jours. Ce parameétre noté DT50, représente le
potentiel de dégradation de cette substance active, et

sa vitesse de dégradation dans le sol.

Coefficient de partage octanol/ eau

0,57 .Ce parametre est noté log Kow

LD50 rat 450 mg /kg
CL50 poisson >82 mg L
CL50 daphnies 85mg L
CL50 algues >9mg L
DJA 0,06 mg / kg /j
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11.2. Mécanisme d’action

Le mode d’action des insecticides nicotinoides a été décrit par Schroeder et Flattum
(1984) comme un effet sur les synapses cholinergiques qui entraine un blocage post
synaptique conséquent dans le systéme nerveux du Cafard américain. Nous comprenons
maintenant que 1I’imidaclopride au récepteurs nicotinergiques de 1’acétylcholine. Cette liaison
est trés specifique, impliquant uniquement des récepteurs nicotiniques et non muscariniques,
qui déclenchent une toxicité typique des réactions nicotiniques (Thyssen et Machemer, 1999).
11.3. Métabolisme d'imidaclopride

Le métabolisme de I'imidaclopride est simple; il existe deux voies principales de
meétabolisme dans les systemes mammiféres. Le premier est le clivage oxydatif en
imidazolidine, qui ne semble pas étre métabolisé davantage, et l'acide nicotinique 6-CI. Le
fragment imidazolidine est excrété directement via l'urine, et le fragment nicotinique est
dégrade 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 Machemer, 1999).

L'imidaclopride est rapidement absorbée par le tractus intestinal et rapidement distribuée
dans le systeme mammifere, il est rapidement absorbée, métabolise dans le foie et excréte

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

11.4. Effets toxicologiques
11.4.1. Toxicité aigué

Selon I'OMS et I'agence de protection de Il'environnement des Etats-Unis,
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™ de poids corporel chez le rat et 131 mg.kg™ chez la souris
(Ajermoun et al, 2021).

11.4.2. Toxicité chronique

Plusieurs études illustrent la toxicité de I’IMI par ses différents mécanismes et leurs

effets sur différents organes comme le cceur, les reins, le systéme nerveux et méme la mort.
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Des études récentes montrent des effets de toxicité de I’'lMI sur le systeme immunitaire, en

plus des effets sur la reproduction chez les rat male (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 systeme nerveux central chez le rat (Duzguner et al,
2010; Sonphule et al, 2019).

11.4.3. Perturbateur endocrinien

L’imidaclopride peut agir comme perturbateur endocrinien et peut perturber le
métabolisme et I'noméostasie et contribuent a l'obésité et perturbent la stéroidogenese 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 a
long terme (Conséquences a I'dge adulte) (Mikoli¢ et Br¢i¢ Karaconji, 2018).

11.4.4. Effets cancérogenes

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

aucune preuve de canceérogeénicité chez I'nomme (Mikoli¢ et Br¢i¢ Karaconji, 2018).
11.4.5. Toxicité pour la reproduction

Une affection d'organe reproducteur chez les rats male, exposé trois mois a des doses
d'imidaclopride inférieure a la dose sans effet observable (NOEL) qui est de 54 10 mg kg™ 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 I'ADN

séminal et I'apoptose des cellules spermatogenes (Bal et al, 2012).
11.4.6. 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. Il existe également des études de neurotoxicité

chronique et méme aigue (Lonare et al, 2014).
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11.4.7. Effets tératogénes

Une étude de toxicité développementale réalisée sur 400 ceufs fertiles de poule qui sont
exposés a différentes doses d'imidaclopride. Le 21° jour, les coquilles d'ceufs ont été détruites
et les embryons ont été prélevés retard de croissance entrainant un échec de la rétraction du
sac vitellin, des anomalies des membres, grossissement du téte, ectopie viscérale et
diminution du poids du poussin, de la longueur de la couronne et du croupion par rapport aux

témoins (Hussein et Singh, 2016).
11.5. L hépatotoxicité de I’'imidaclopride

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

proteines ce qui conduit a une lésion tissulaire hépatique (Lohiya et al, 2017b).
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. Généralité

Le foie est parmi les principaux organes du corps, est I'un des plus grands organes du
corps humain puisqu’il pese entre 1,6 et 2 kg. 1l remplit de trés nombreuses fonctions vitales
et les maladies qui I’affectent sont souvent préoccupantes. C’est un lieu de synthése et/ou de
stockage majeur pour de nombreux éléments, notamment des protéines, des glucides, des
vitamines et des ions, donc il joue un rdle important dans de nombreuses fonctions
physiologiques. Il permet aussi ’assimilation de la plupart des nutriments et 1’¢limination des
éléments toxiques ou pathogenes provenant du tractus digestif (Bessaguet et Desmouliére,
2021).

I1. Anatomie et vascularisation

Le foie est ’organe le plus volumineux du corps humain. Il est situé a droite, sous le
diaphragme, de couleur brun-rouge. Il est entouré et protege par la capsule fibreuse de Glisson
(Bessaguet et Desmouliére, 2021). Le foie est un organe trés vasculaire et au repos recgoit

environ un quart du débit cardiaque, plus que tout autre organe.

Le foie normal a un double apport sanguin est uniquement divisé entre I’artére
hépatique, qui contribue de 25% a 30% de I'approvisionnement en sang riche en oxygene, et

la veine porte, qui est responsable des 70% a 75% restants riche en nutriments.

Le sang artériel et porte se mélange finalement dans les sinusoides hépatiques avant de
s'écouler dans la circulation systémique via le systéme veineux hépatique, Ces sinusoides, qui
composent le lit capillaire dans le parenchyme hépatique, sont caractérisées par la présence
des pores en forme de tamis sur I'endothélium, et par I'absence de membrane basale, facilitant
les échanges transvasculaires entre les cellules sanguines et hépatiques(Kan et Madoff, 2008;
Abdel-Misih et Bloomston, 2010).
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a) : Anatomie du foie. b) : Coupe transversale d’un lobule hépatique

Figure 04 : Anatomie et vascularisation (Bessaguet et Desmouliére, 2021).

I11. Les différentes cellules constituant le foie

Le foie est composé de différents types cellulaires ; Les cellules parenchymateuses, ou
hépatocytes, qui constituent environ 60% de toutes les cellules du foie et 90 % de la masse
cellulaire du foie. Les 40% restants comprennent les cellules non parenchymateuses, qui
comprennent les cellules endothéliales sinusoidales, les cellules de Kupffer, les lymphocytes,
les cellules étoilées et les cholangiocytes (cellules épithéliales constituant le canal biliaire)
(Celton-Morizur et al, 2010).

Le principal type cellulaire du foie qui effectue la plupart des fonctions sont les cellules
parenchymateuses, ou les hépatocytes. Les hépatocytes sont le centre de métabolisme et de
détoxification des xénobiotique, (Celton-Morizur et al, 2010) et sont situées dans les zones
péri portale et péri veineuse du lobule hépatique, les niveaux et les activités de diverses
enzymes et autres protéines des hépatocytes sont différent (Braeuning et al, 2006). Le foie
contient de grande quantités de cellules de Kupffer, qui représentent le plus grand groupe de
macrophages du corps. lls sont situés dans la sinusoide et sont en contact permanent avec des
produits d'origine intestinale particules, ils sont capables de sécréter une vaste gamme de
médiateurs inflammatoires tels que cytokines, especes réactives de l'oxygeéne, et l'oxyde
nitrique (Tso et McGill, 2003).
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Figure 05 : Localisation des différents types cellulaires constituant le foie (Tso et McGill,
2003).

IV. La fonction physiologique du foie

Le foie realise une large variété de fonctions, notamment la détoxification primaire de
divers xénobiotiques, la synthese des protéines et la production d'enzymes digestives. Le foie
joue également un réle important dans le métabolisme, la régulation des globules rouges ainsi

que la syntheése et le stockage du glucose (Lala et al, 2020).
IV.1. Fonction d’épuration

Le foie est ’organe central de détoxification qui permettant de détruire ou transformer

les substances endogenes ou exogenes (dites xenobiotique) qui pourraient étre néfaste pour
I’organisme. Les substances liposolubles sont ensuite reverse dans la bile, puis dans l'intestin,
et éliminés dans les selles. Les produits hydrosolubles sont reverses dans le sang, qui les mene
jusqu'aux reins : ils sont éliminés par les urines (Sendensky et Dufour, 2011). Le processus
de la détoxification implique la mobilisation, la biotransformation, et I'élimination des
toxiques ; la phase I permet ’hydroxylation du composé a éliminer, la phase II la conjugaison
de ce dernier avec une protéine (Cline et Medicine, 2015). Ces deux étapes permettent de
transformer le composé trés hydrophobe en une molécule hydrosoluble plus facile a éliminer
(Cline et Medicine, 2015).

IV.2. La fonction de stockage et de production

Le foie stocke de nombreux composés, par exemple (glucose, fructose, galactose) sont

stockés sous forme de glycogéne et les lipides sont sous forme de triglycérides (pour étre
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metabolisé). Il stocke également les vitamines et les minéraux. Ces éléments sont ensuite
libérés dans la circulation selon les besoins de 1’organisme (Sendensky A et Dufour JF, 2011).
Le foie synthétise également un grand nombre des protéines essentielles pour I’organisme
comme I’albumine (protéine plasmatique), et aussi des protéines reliées au systéme
immunitaire telles que le complément, ainsi que la plupart des facteurs impliqués dans la
régulation de la coagulation les protéines du métabolisme du fer (ferritine, transferrine) ou
encore les lipoprotéines. (Sendensky A et Dufour JF, 2011).

IV.3. Fonctions métaboliques

Le foie joue un réle important dans le métabolisme des glucides, des protéines et des

graisses dans le corps humain.
IV.4. Métabolisme des glucides

Le foie transforme 1’excés de glucose en glycogene, la forme de glucides dans le foie.
Ce processus est stimulé par I'insuline libérée par le pancréas (Glycogenese). En fonction des
besoins de l'organisme, le foie retransforme ensuite ce glycogene en glucose qui peut étre
transportés vers d'autres tissus pour genérer de I'énergie sous forme d'adenosine triphosphate
(ATP) (Glycogenolyse). Si les réserves de glycogene sont épuisées, les cellules hepatiques
peuvent aussi synthétiser du glucose a partir d'acides aminés notamment. On parle alors de la

néoglucogenese (Mitra et al, 2009; Adeva-Andany et al, 2016).

IV.5. Métabolisme lipidique

Les lipides parvenant au foie sont transformés en triglycérides et stockés dans les
cellules hépatiques en réponse aux besoins energétiques du corps les triglycérides sont
hydrolysés en acides gras libres et en glycérol pour produire de I’énergie sous forme
d’adénosine triphosphate (ATP). De plus, le foie synthétise les lipoprotéines telles que la
lipoprotéine a faible densité (LDL), la lipoprotéine a trés basse densité (VLDL) et la
lipoprotéine haute densité (HDL) (Sundaram et Yao, 2010). Il synthétise également les
phospholipides et le cholestérol, dont certains sont liés a des lipoprotéines et sont disponibles

pour d'autres tissus du corps(Maitre et Blicklé, 2008).
IV.6. Métabolisme des protéines

Le foie permet le métabolisme des neuf acides aminés essentiels par des transaminations

et désaminations oxydatives et emmagasine les vitamines liposolubles (A, D, E et K) et les
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oligo eléments (fer, cuivre). Il assure aussi la synthése importante des protéines plasmatique
(lalbumine) et des facteurs de la coagulation du sang ainsi que la production d'urée a partir de
I'ammoniaque circulant (Bottcher et al, 2011).

V. Les marqueurs biologiques

Par ses nombreuses fonctions, le foie dispose de différents marqueurs permettant

d’évaluer ses fonctions ou ses atteintes.
V.1. La bilirubine

La bilirubine est le résultat final du catabolisme de I'heme, étant dérivé de
I'hnémoglobine, elle est absorbé par les cellules hépatocellulaire, subit une catalyse et une
conjugaison avec de l'acide glucuronique (bilirubine directe) avant d'étre excrété dans la bile.
En général, hyper bilirubinémie peut étre causee par des pathologies préhépatiques (une
hémolyse), des facteurs intra-hépatiques (une hépatite, une Iésion des cellules hépatiques) ou
occlusion post-hépatique (par exemple colestase). Le taux de "la bilirubine totale™ est la
somme des taux de bilirubine libre et conjuguée (Sakka, 2007).

V.2. Les transaminases ALT et AST

ALT (Alanine-aminotransférase) et AST (Aspartate-aminotransférase) sont des indicatrice
sensibles de blessure, mais elles manquent de spécificité par ce que elles sont présentes dans
plusieurs tissus notamment dans les muscles, les reins, et les globules rouges et dans le
cytoplasme des hépatocytes, la concentration en ALAT est supérieure a celle de ASAT, dans
le muscle c’est I’inverse. Ces transaminases peuvent étre augmentées chez les patients
présentant une cirrhose chronique hépatite, hépatite alcoolique, hépatite virale aigué et les

Iésions ischémiques toxique (Yap et Aw, 2010b).
V.3. Les Phosphatases alcalines

Les Phosphatases alcalines (PAL) sont une famille d’enzyme a métal zinc,
localisées dans les microvillosités des canalicules biliaires et au pdle sinusoidal des
hépatocytes. Les niveaux les plus élevés de PAL se produisent dans des cas des troubles
cholestatiques ou d’atteinte osseuse. La colestase peut étre intra hépatique (stéatose, cirrhose)

ou extra hépatique (lithiase et obstruction biliaire) (Thapa et Walia, 2007).
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V1. Les maladies du foie
VI1.1. Le cancer

Le cancer du foie est le cinquieme cancer le plus fréquent et la troisieme cause de déces
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 carcinogenése
hépatocellulaire. L'inflammation chronique (hépatite) entraine des nécrose cellulaire puis
régénération par induction de la prolifération cellulaire (Schiitte et al, 2009) .

V1.2. 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, 2018).

V1.3. 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 hepatite chronique (Koff, 1998). Les causes fréquentes
d’hépatites sont les virus de I’hépatite, A ce jour, 5 virus provoquant une infection ciblée et
une inflammation du foie ont été identifies. Ces virus, désignes par les lettres A, B, C, D, et E
(Abro et al, 2009).

V1.4. La fibrose

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 conséquence physiopathologique des lésions
hépatiques chroniques caractérisées par une accumulation excessive de protéines de la matrice
extracellulaire (Dhar et al, 2020).

16



Analyse bibliographique

VI.5. 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'népatite, I’ alcool, les troubles métaboliques, le
colestase, 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 aprés un nécrose ou inflammation. Ces
problémes entrainent une diminution de la fonction hépatigue due a des troubles
hépatocellulaires (Arakawa et al, 2004).
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. Généralité

Le stress oxydatif reste toujours un sujet ouvert a étre étudié car il est le facteur
déclenchant originel de certaines pathologies comme : les tumeurs, les insuffisances rénales,

les maladies hépatiques, les atteintes osseuses...etc (Favier, 2006).

Le stress oxydatif (oxydant) est défini comme étant la conséquence d’un déséquilibre
entre les systémes pro- producteurs d’espéces radicalaires oxydantes et les systémes de
défense anti- oxydantes au profit de premiers (Betteridge, 2000). Ce qui se traduit par des
dommages oxydatifs de I’ensemble des constituants cellulaires : les lipides ce qui entrainent
une perturbation des membranes cellulaires, les protéines avec 1’altération des récepteurs et
des enzymes, I’altération de I’ADN avec un risque de mutation et de cancérisation.(Sergent et
al, 2001)

Dans des circonstances normales, la production des radicaux libres est permanente mais
faible. Une telle production physiologique mais elle est maitrisee par des systémes de défense,
lesquels sont adaptatifs par rapport au niveau des radicaux présents. Dans ces cas normales,
on dit que la balance antioxydants/peroxydant est équilibrée. Si il y a-t-il un déséquilibre, que
ce soit par suite d'une production énorme de radicaux ou par déficit en antioxydants, I'exces

de ces radicaux est appelé « stress oxydant » (figure 06) (Favier, 2006).

E— mutrition
colfule
Hg Pb Glutathion ® cgoslements
cd Thiorédoxine cu |
S0D, GPX Zn
NOx Fﬂrl'l-lln&. Mn
goudrons Tabac . .;ﬁmcl'-lng
F ollulion
\ Vitamine ¢, E
@ Caroténoldes
Respiration ! Polyphenals
mitochondriale \
Pro-oxydants
Phagooytose

Figure 06: La balance d’équilibre entre les systémes pro et antioxydants (Favier, 2006).
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I1. Les radicaux libres
11.1. Définition d’un radical

Ce terme désigne tout atome, ou molécule chimique instable contenant un ou plusieurs
électrons célibataire sur leur orbitale externe, produite en faibles quantités, réagir avec les
molécules environnantes pour apparier cet électron célibataire, ce qui leur confere une

extréme réactivité et toxicité (Leverve, 2009).

Les especes activées de I’oxygéne (EAQO) sont principalement représentées par le
peroxyde d’hydrogéne (H202), ’anion superoxyde (O?>” et le radical hydroxyle ("OH). Ces
deux dernieres molécules sont des radicaux libres. Le radical (*OH), considéré comme un des
plus réactifs (a une demi-vie extrémement courte) est obtenu par les réactions de Fenton et
d’Haber-Weiss mettant en jeu I’'H,02 et ’O?". Qui sont catalysées par le fer (Storz et Imlayt,
1999)

Haber-Weiss
H>0," Fe,” ————— *OH+OH +Fe3™

Haber-Weiss
0,” +H,0, ———— % "OH+OH+0,
Fel*/Fe¥*
Le fer est essentiel dans les processus d’oxydation soit indirectement en catalysant les

réactions de Fenton et d’Haber-Weiss soit directement sous la forme d’espéces de type ferryl

ou perferryl (Fe**O2’) (Betteridge, 2000).
11.2. Les sources radicalaires

Les ERO sont produites au cours de différentes réactions chimiques. Elles peuvent étre
formées au niveau du complexe enzymatique mitochondrial de la chaine respiratoire, lors de
la réduction tétravalente du dioxygene en eau, au cours du métabolisme physiologique. Dans
la mitochondrie, on estime que 0,2 % a 0,4 % du dioxygene est a I’origine des ERO formées

(Balaban et al, 2005).

Un autre systéeme cellulaire enzymatique, représenté par les NADPH-oxydases
membranaires (NOX), est a I'origine de la formation de radicaux superoxydes. D’autres
systemes faisant intervenir la xanthine-oxydase, les enzymes peroxysomales, lysosomales, du

réticulum endoplasmique (dont les cytochromes Paso assurant 1’oxydation des acides gras et la
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détoxication des xénobiotiques), les enzymes de la voie de I’acide arachidonique et du noyau
(via des cytochromes-oxydases), sont également responsables de la production d’ERO
(Ouznadji et Desmons, 2020).

L'inflammation est par ailleurs une source importante de radicaux oxygénés produits
directement par les cellules phagocytaires activées qui sont le siége d'un phénoméne appelé
explosion oxydative consistant en l'activation du complexe de la NADPH oxydase, ce
derniere enzyme capable d'utiliser I'oxygéne moléculaire pour produire de grandes quantités
d'anions superoxydes au niveau de la membrane cellulaire. Ce mécanisme, lorsqu'il est
controlé, est capital dans la lutte anti-infectieuse car il permet la phagocytose des bactéries et
des corps étrangers (Favier, 2003).Haut du formulaire

Les sources exogenes sont majoritairement des pro-oxydants environnementaux tels que
les pesticides, la fumee de cigarettes, les polluants, la poussiére (d’amiante, de silice), et les
composés induits par la prise de certains médicaments, ou lors d’un coup de chaleur
(Démarchez, 2012). Ils peuvent aussi étre produits par des agents physiques. Ainsi, sous
Ieffet des rayonnements UVA, 1’02 peut étre transformé en oxygéne singulet (10y).
(Ouznadji et Desmons, 2020). Les metaux lourds (chrome, cuivre, vanadium), génerent des
radicaux hydroxyles, tres réactifs, a partir de lI'espece peu reactive H2O,, par la réaction de
Fenton (Favier, 2003).

Molécule
d’oxygeéne

Radical

superoxyde GSH GSSG

By
)

GSHPx

d’hydrogéne catalase
Fe2+

Fes' Peroxydation
lipidique

Radical hydroxyle

Figure 07: Principales étapes de production des espaces réactives de I'oxygene
(Goudable et Favier, 1997).

20



Analyse bibliographique

I1.3. Le systeme antioxydant:

Les cellules utilisent de nombreuses stratégies antioxydants et consomment beaucoup
d'énergie pour contrbler leur niveau d'espéces réactives de l'oxygene (Favier, 2003). Le
systeme antioxydant C’est I'ensemble des molécules susceptibles d'inhiber directement la
production, de limiter la propagation ou de détruire les espéces actives de lI'oxygene (Favier,
2003).L’organisme impliqué dans la prévention contre les ROS une activité anti —oxydants
soit par la transformation des ROS en espéces moins toxiques, par I’empéchement de
I’interaction entre espéces chimiques, ou par prévention ou réparation des Iésions qui sont
induites par les ROS . Ces systéemes peuvent étre soit enzymatiques, soit non enzymatiques :
(Démarchez, 2012).

11.3.1. Les systemes enzymatiques

Plusieurs enzymes sont impliquees dans la défense antioxydant. Les trois enzymes
antioxydants majeures sont les superoxydes dismutases (SOD), les glutathions peroxydases
(GPx) et la catalase (CAT) (Favier, 2003).

Les superoxydes dismutases (SOD) sont des métalloprotéines qui éliminent les radicaux
superoxydes par dismutation du radical en H202 et en OH * et OH" (CuZn SOD dans le
cytosol et les érythrocytes, Mn SOD dans la mitochondrie) (Burton et Jauniaux, 2011). Elles
assurent d'élimination des radicaux superoxydes mais cousent l'apparition de peroxyde
d'’hydrogeéne diffusible et dangereux a distance (Goudable et Favier, 1997) selon la réaction

suivante :

superoxyde )
20« +2H" » H20:+ O3 (Démarchez, 2012).

dismutase

La voie de la catalase est une autre voie enzymatique qui permet de se débarrasser du
radical libre moyennant la synthése d’eau et d’oxygéne (Leverve, 2009) selon la réaction

suivant :

Catalase )
2H,0; —» 2H,0, + O,  (Démarchez, 2012).

Elles sont localisées surtout dans les peroxysomes. Elles n'éliminent pas la totalité du

peroxyde d'hydrogene, mais leur role est tres important surtout en présence d'ions ferreux en
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permettant d'éliminer l'exces de peroxyde d'hydrogene pour empécher la réaction de Fenton
(Goudable et Favier, 1997).

Des glutathions peroxydases a sélénium existent dans le cytosol, dans le plasma, au
niveau de la membrane cellulaire, et une iso enzyme est spécifique des cellules digestives
(Favier, 2003). Elles sont quantitativement plus efficaces que la catalase (Goudable et Favier,
1997).

Ces enzymes sont sans doute le principal systéme de protection car elles détruisent non
seulement H20,, mais aussi les peroxydes organiques toxiques formés par oxydation des
acides gras ou du cholestérol (Favier, 2003) selon la réaction suivante :

Glutathion

H>20:+2GSH -
peroxidase

2H-O + GSSG (Démarchez, 2012).

L'activité de la glutathion peroxydase depend de la présence de glutathion réduit (GSH)

comme un donneur d'hydrogéne (Burton et Jauniaux, 2011).

Glutathion )
2GSSG+ 2NADP + H » 2GSH+NADP" (Démarchez, 2012).
reductase
'DZ Argimine
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L] ﬂ @
. NO monoxyde
. anion superoxyde d"azof
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| [ H;0, ONOOH
peroxyde d’hydrogéne peroxinitrite
elutath eroxydase
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Figure 08 : Mode d’action des principaux systémes enzymatiques antioxydants et de

leurs cofacteurs métalliques (Favier, 2003).
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11.3.2. Les systémes non-enzymatiques

La principale source d’approvisionnement de I’organisme en antioxydants exogenes
sont les aliments soit d’origine animale, soit d’origine végétale. Les plus connus sont la

vitamine E, la vitamine C et les polyphénols (Démarchez, 2012).

Les défenses non enzymatiques comprennent essentiellement I'ascorbate (vitamine C)
et la tocophérol (vitamine E) (Burton et Jauniaux, 2011). Ce sont des composés apportés par
les aliments qui agissent en piégeant les radicaux et en captant I'électron célibataire et les
transformant en molécules ou ions stables. La vitamine piégeuse va devenir un radical, puis
sera soit détruite, soit régénérée par un autre systeme. Ainsi, la vitamine E est régénérée par la
vitamine C qui est elle-méme régénérée par des enzymes. Ce type d'antioxydant est appelé
piégeur ou eéboueur « scavenger ». De trés nombreux composés alimentaires peuvent aussi
avoir ce comportement : polyphénols, alcaloides, phytates (Favier, 2003).

Le glutathion joue un réle majeur dans la protection des lipides, des protéines et des
acides nucléiques contre l'oxydation. En situation de stress oxydant, son r6le protecteur et
détoxifiant résulte principalement de sa fonction de coenzyme des GSHPX. I1 fait aussi
l'objet d'interactions synergiques avec d'autres composants du systeme de protection anti-
oxydante tels que la vitamine C ou la vitamine E (Goudable et Favier, 1997).

11.4. Maladies humaines liées a un stress oxydant

Dans plusieurs maladies graves, notamment celles liées au vieillissement, le stress

oxydant est le facteur déclenchant originel ( Tabeau 02).

Tableau 02 : Relations entre les maladies et le stress oxydant (Favier, 2006).

Maladies dues a Maladies ou le stress Maladies ou le stress Maladies entrainant un
une production oxydant est la cause oxydant fait partie stress oxydant secondaire
insuffisante primordiale des facteurs déclencheurs
de radicaux libres
e Cancers e Maladie d’Alzheimer e Diabéte
o Auto-immunité o Stérilités masculines e Insuffisance rénale
o Cataracte o Maladies virales : EBV, ¢ Mucoviscidose
Agranulomatose o Dégénérescence maculaire HVB Sida
septique. « Sclérose latérale Rhumatismes e Choc septique
Psoriasis amyotrophique e Athérome e Infarctus du myocarde
o Photo-veillissement cutané e Asthme e Ischémies/reperfusion
o Photosensibilisation e Insuffisance respiratoire e Parkinson
Irradiation e Brilures
e Intoxications: CCl4, Cd, e Thalassémie
Fe, alcool,
o Hémochromatose
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Matériel et méthode

Le présent travail est effectué au niveau de laboratoire de recherche de Biotechnologie,
Environnement et Santé de la faculté de Science de la Nature et de la Vie, Université de Jijel.
Ce travail s’intéresse a I’étude de I'impact de ’exposition sub-chronique de 1’imidaclopride

chez le rat Wistar albinos sur le foie.

I- Matériel
I-1- Le choix de pesticide

Nous avons utilisé dans notre expérimentation I’insecticide imidaclopride sous le nom
commerciale (Ultrapride 35 SC) qui appartient a la famille des néonicotinoides, le choix est
fait selon une enquéte sur 'utilisation des pesticides dans la wilaya de Jijel. Pour appuyer
cette enquéte, nous nous sommes rapprochés auprés des agriculteurs ainsi que des points de
vente des produits phytosanitaires.

I-2- Matériel biologique et conditions d’élevage

L’expérience est réalisée sur 12 rats males, de souche Wistar albinos (180-285g). Les
animaux sont maintenus dans des cages en polypropylene, avec libre acces a la nourriture et a

I’eau. L’animalerie est soumise a une température entre 20 et 27 °C et une photopériode de

12/24h.

I-3- Traitement des animaux

Aprés une période d’adaptation de 15 jours, les rats sont répartir au hasard en deux

groupes de six animaux, pour chacun:

e Le 1°" groupe : groupe témoins recevant 1 ml d’cau distillée quotidiennement pendant 28
jours par gavage gastrigue.

e Le 2°™ groupe : rats traités par une dose de 22.5 mg/kg/Poids/jour de poids corporel,
équivalent a 1/20 de la DLso de I’'imidaclopride (le nom commerciale) par gavage gastrique,
DLso =450 mg/kg de poids corporel (Bal et al, 2012b).

1-4- Prélévement du sang

Nous avons prélevé le sang au niveau de ’ceil a I’aide d’un tube capillaire d’hématocrite
a travers le sinus rétro-orbital, le sang est recueilli dans des tubes héparinés pour le dosage des
parametres biochimique et centrifugé a 3000 rpm pendant 15 min, le plasma est aliquoté et

conservé a une température -20 °C jusqu’au moment de dosage.

24



Matériel et méthode

1-5- Sacrifice des animaux et prélevement de foie

A la fin du traitement, et aprés un jetn d’une nuit, les rats ont été sacrifiés apres une
anesthésie avec I’éther. Le foie de chaque rat est soigneusement préleve, plongé et lavé dans
I’eau physiologique (0,9%) pour éliminer le sang, puis divisé en 2 fraction, la fraction
destinée aux dosages des parameétres du stress oxydatif est maintenue a (-20 °C), alors que la
fraction destinée a 1’étude histologique est conservée dans une solution de formol tamponné
10%.
Il. Méthodes
I1.1. L’évolution des poids absolus et relatif de foie

Le poids relatif de chaque organe a été calculé comme :

. . Poids de foie
Poids relatif = x 100  (Abbassy et Mossa, 2012)

Poids corporel

11.2.Exploration de la fonction heépatique

Les parametres biochimiques mesurés pour évaluer Datteinte hépatique sont : la
transaminase glutamate-pyruvate (TGP), la transaminase glutamate-oxaloacétate (TGO), la
phosphatase alkaline (PAL) plasmatique.

11.2.1. Dosage de la transaminase glutamate- pyruvate (TGP)

Le dosage de transaminase glutamate-pyruvate est realisé par la méthode cinétique
selon la fiche technique du Kit SPINREACT (Espagne). La transaminase glutamate-pyruvate
(TGP) appelée aussi 1’alanine aminotransférase (ALAT) catalyse le transfert réversible d'un
groupe aminé a partir de 1'alanine au a-cétoglutarate formant le glutamate et le pyruvate. Le
pyruvate est réduit au lactate par la lactate-déshydrogénase (LDH) et le NADH selon les
réactions suivantes :

ALT
Alanine + o-cétoglutarate  e——————— Glutamate + Pyruvate

LDH .
Pyruvate + NADH+H* se—  Lactate + NAD

Le taux de la diminution de la concentration en NADH+H™, mesuré par photométrie, est
proportionnel a I’activité catalytique de I’alanine aminotransférase. Pour ce dosage nous
avons mélangé et incubé 1ml de réactif avec 100ul de I’échantillon pendant 1 minute, puis
nous avons mesuré les absorbances de I’échantillon pendant 3 minutes a une minute

d’intervalle a 340 nm.
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Calcule de la concentration
L’activité catalytique de la TGP est calculée par la formule suivante:

Activité de TGP (U/L) = AA/min x 1750

Ou : A est I’absorbance.
11.2.2. Dosage de la transaminase glutamate-oxaloacétate (TGO)

Le dosage de transaminase glutamate-oxaloacétate est réalisé par la méthode cinétique
selon la fiche technique du Kit SPINREACT (Espagne). La transaminase glutamate-
oxaloacétate (TGO) appelée aussi I’aspartate aminotransférase (ASAT) catalyse le transfert
réversible d'un groupe aminé a partir de l'aspartate au a-cétoglutarate formant le glutamate et
l'oxaloacétate. L'oxaloacétate est réduit au malate par la malate déshydrogénase (MDH) et le

NADH+H+ selon les reactions suivantes :
AST
Aspartate + o cétoglutarate m———) Glutamate + Oxaloacétate

MDH
Oxaloacétate +NADH + H* =) Malate + NAD*

Le taux de la diminution de la concentration en NADH+H+, mesuré par photométrie,
est proportionnel a 1’activité catalytique de I’aspartate Aminotransférase. Pour ce dosage nous
avons mélangé et incubé Iml de réactif de travail avec 100ul de I’échantillon pendant 1
minute, puis nous avons lu les absorbances de 1’échantillon pendant 3 minutes a une minute
d’intervalle a 340 nm.

Calcule de la concentration

L’activité catalytique de la TGO est calculée par la formule suivante:

Activité de TGO (U/L) = AA/min X 1750

Ou : A est I’absorbance.
11.2.3. Dosage de la phosphatase alcaline (PAL) plasmatique

Pour réaliser ce dosage, nous avons utilisé des coffrets (Spinreact).La phosphatase
alcaline catalyse 1’hydrolyse de p-nitrophényl phosphate & pH 10.4 pour donner le p-
nitrophénol et le phosphate (Wenger et al, 1984; Rosalki et al, 1993), selon la réaction
suivant:

PAL
p-Nitrophénylphosphate + HO;  m————) p-Nitrophénol + Phosphate

La formation de p-nitrophénol est mesurée spectre photométriguement. Ou elle est

proportionnelle a I’activité catalytique de la phosphatase alcaline dans 1’échantillon. Apres le

26



Matériel et méthode

mélange on a incubé pendant une minute. On & lire @ 405 nm I’absorbance initiale. On a lire a
nouveau apreés 1, 2 et 3 minutes. La moyenne des absorbances est lire par minutes (A abs/min)

pour I'utiliser dans les calculs.
Calcul de la concentration

Pour estimer I’activité enzymatique de la phosphatase alcaline, on utilise la formule

suivante :

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

11.3.Exploration du stress oxydatif tissulaire hépatique
11.3.1. Préparation de la fraction cytosolique

Pour la preparation de la fraction cytosolique ; 1g du foie est homogéneise avec une
solution KCL (1,15%). L’homogénat obtenu est centrifugé pendant 10 minutes, a 2000 rpm et
a 4°C a I’aide d’une centrifugeuse pour séparer les débris cellulaires, le surnageant obtenu est
centrifugé pendant 5 minutes, a 1000 rpm et a 4°C. Le surnageant final est utilisé comme
source d’enzymes cytosolique.
11.3.2.Dosage des protéines par la méthode de Bradford (1976)

Cette méthode mesure la concentration protéique, est basee sur une réaction
colorimétrique entre les protéines et le bleu brillant de coomassie (BBC) qui se lie avec les
acides amines aromatiques et les residus hydrophobes des acides amines présent dans les
proteines. Le changement de I’absorbance est proportionnel a la quantité de colorant li¢,
indiquant la concentration en protéines dans I’échantillon.

Pour le dosage des protéines, 50 ul de la fraction cytosolique diluée au 1/5éme avec de
I’eau distillée (100 ul BSA pour la gamme étalon) sont ajoutés a 2 ml du réactif bleu brillant
de coomassie (BBC). Apreés agitation et incubation a température ambiante pendant 5 mn, la
lecture de I’absorbance est effectuée a une longueur d’onde de 595 nm (Bradford, 1976). La
concentration des protéines est déduite a ’aide de la courbe d’étalonnage réalisée dans les
mémes conditions par la BSA (Bovin Sérum Albumine) (voir annexe 01).

11.3.3. Evaluation de la peroxydation lipidique mitochondriale

La peroxydation lipidique est estimée par le dosage de malondialdéhyde (MDA) selon
la méthode(Uchiyama et Mihara, 1978). MDA est I’'un des produits terminaux de 1’oxydation
des acides gras polyinsaturés (AGPI) par les radicaux libres libérés au cours de stress. En
milieu acide et a chaud (100°C) une molécule d’MDA est condensée avec deux molécules de
I’acide thiobarbiturique (TBA) pour former un complexe coloré en rose.
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A 0,25 ml de ’homogénat nous avons ajouté 1,5ml de I’acide phosphorique (1%) et
0.5ml de TBA (0,67 %). Ensuite nous avons chauffé le mélange & 100°C pendant 45 min,
refroidis puis additionné 2 ml de n-butanol. Aprés centrifugation de 15 minutes a 3000 rpm.
La densité optique du complexe formé entre le MDA de I'échantillon et le TBA est mesurée a
532 nm et la concentration du MDA est exprimée en nmol/g tissue. Le taux de MDA est
déduit a partir d'une droite d'étalonnage préparée dans les mémes conditions que les
échantillons avec de 1, 1, 3, 3-tetramethoxypropane « TEP ». La concentration en MDA est
exprimée en nmol (annexe 02).

11.3.4.Mesure de I’activité des antioxydants
11.3.4.1.Mesure de activité des antioxydants enzymatiques
a) Mesure de ’activité de la catalase (CAT)

L'activité enzymatique de la CAT est déterminée par la méthode de (Claiborne, 1985).
Le principe de cette méthode est basé sur la disparition du H202 en présence de la source
enzymatique a 25°C selon la réaction suivante :
2H,0;, ——) 2H20 + 02
1 ml de tampon phosphate 0.1 M, pH 7.2 a été additionné de 0.95 ml de peroxyde
d'hydrogeéne 0.019 M et 25 nl fraction cytosolique. Puis l'absorbance a été mesurée par
spectrophotomeétrie a 240 nm pendant 2 minutes. L’activité enzymatique de la catalase est

exprimée en Ul / mg de protéine selon la relation suivante:

CAT (Ul /mg de protéine) = (2, 3033/T .Log A1/A2)/ mg protéine

Sachant que : Al: Absorbance au temps 0 mn
A2: Absorbance aprés 1 mn.
b)Evaluation de DPactivit¢ enzymatique de la Glutathion S-Transférase (GST)
cytosolique

L’activité de la GST a été évaluée selon la méthode de (Habig et al, 1974) qui consiste a
fournir a ’enzyme un substrat, en général du chlorodinitrobenzéne (CDNB), qui réagit
facilement avec de nombreuses formes de GST et de glutathion, un mélange de 850 pl de
tampon phosphate a 0,1 M de pH 6,5 et de 50 pul de CDNB a 20 mM a été prépareé et incube a
37°C pendant 10 min. La réaction est déclenchée par I’addition a ce mélange de 50 pl d’une
solution de GSH a 20 mM et 50 pl de fraction cytosolique. Un controle est préparé dans les

mémes conditions avec du tampon phosphate. L’absorbance est mesurée par
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spectrophotométrie a 340 nm toutes les minutes pendant 5 min. Les résultats sont calculés

selon la formule suivante :

(AA340/mintest — AA340/minblanc)

Enzyme (Ul /ml)=
VtxFdx9.6x Ve

Vt : volume total (ml) . . -._....
Fd : facteur de dilution.

9.6 : coefficient d’extinction molaire (mM de glutathion- Chlorodinitrobenzéne conjugué a
340 nm).

Ve : volume (ml) de ’enzyme utilisée.
Les résultats sont exprimés en Ul/mg de protéines.

11.3.4.2. Mesure de Pactivité des antioxydants non enzymatiques (GSH)

La méthode que nous avons employé (Akerboom et Sies, 1981) est basé sur 1’évaluation
du contenu en groupement —SH par spectrophotométrie.

Le principe de dosage des groupements —SH est basé sur leur réaction avec le réactif
d’Ellman, le 5-5’-DiThiobis (2-acide nitrobenzoique) (DTNB) pour former des quantités
steechiométriques de TNB (thiontrobenzoate), un composé jaunatre ayant une densité optique
maximale a A =412 nm. 50 pl de la fraction cytosolique sont additionné a 10 ml de tampon
phosphate 0.1 M, pH = 8. Apres agitation, on a prélevé 3 ml de ce mélange auquel on a ajouté
20 pl de la solution DTNB 0.01 M, aprés incubation pendant 15 minutes a température
ambiante 1’absorbance est lue a 412 nm. Le taux de GSH est déduit a partir d’une courbe
d’étalonnage préparés dans les mémes conditions (voir annexe 03), et dans laquelle
I’absorbance est une fraction linéaire de la concentration en GSH (umol/ml). Les résultats

sont exprimés en pmol/mg de tissu.
11.4. Etude histologique

Les coupes histologiques ont été réalisées au niveau d’un laboratoire d’anatomie
pathologique. La technique utilisée est celle décrite par (Houlod, 1984) qui comporte les

étapes suivantes :
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> Fixation :

La fixation est réalisée immédiatement apres prélevement des organes (foie, et rein) a
température ambiante dans le liquide de Bouin. Les prélévements réalisés sont alors mis dans

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

Les échantillons sont ensuite déshydratés pendant 12 heures au minimum pour éliminer

I’eau des tissus et cette opération nécessite le passage du tissu dans des bains d’éthanol de

concentration croissante (70%, 80%, 90%, 100%).
» Inclusion et réalisation des blocs :

Les tissus sont alors plongés dans des bains de paraffine liquide (sous I’effet de la
chaleur). Les tissus étant maintenu et imbibés de paraffine, viennent alors I’étape de
I’enrobage qui consiste a inclure le tissu imprégné dans un bloc de paraffine qui, en se
solidifiant, va permettre sa coupe. Chaque bloc de paraffine est coupé a ’aide d’un microtome
en coupes de Sum d’épaisseur.

Les coupes sont étalées et collées sur des lames par 'utilisation d’une eau gélatineuse

chauffée.
> La coloration :

Pour la coloration, nous avons utilisé la technique a 1’Hématoxyline-Eosine qui
nécessite la présence de ’alcool acide (100 ml d’alcool éthylique a 70% + 50ml d’acide
HCI), eau ammoniacale (100ml d’eau distillée + 2ml d’ammoniaque) et solution d’Eosine
(100 ml Eosine solution aqueuse a 3%, 125 ml alcool éthylique a 95%, 375 ml eau distillée et
2 gouttes d’acide acétiques) Enfin les lames sont déshydraté, éclairci et montré a Eukitt. tous

ces bains sont sépares par des lavages a 1’eau du robinet.

11-5- Evaluation statistique

L’étude statistique a été effectuée a I’aide d’un logiciel statistique nommé SPSS version
20 (IBM SPSS Statistics 20). Les résultats sont exprimés de maniére générale sous la forme :
moyenne + écart type.
% P> 0.05: la différence n’est pas significative.

% P< 0.05: la différence est significative (*).
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*

% P<0.01: la différence est tres significative (**).

*

% P<0.001: la différence est hautement significative (***).
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|. Résultats

L’objectif de cette étude est I’évaluation de I’effet de I’insecticide commercial a base
d’imidaclopride sur les parameétres du stress oxydant et le fonctionnement du foie. Cet effet a

été estimé aprés 4 semaines de traitement des rats (Toxicité sub chronique).
I.1. Variations du poids relatif du foie

Le poids corporel des deux lots est augmenté d’une fagon naturel cette augmentation
est due a sont acces libre a I’alimentation. Aucune mortalité n'a été observée dans tous les

groupes au cours de la période expérimentale.

Notre étude nous a permis de suivre les variations des poids relatif du foie au niveau du

lot et nous avons enregistré une augmentation non significative P> 0.05 par rapport au lot

témoin.
v, Poids relatif

8

7

6 1

5

4 -

3 -

2 _

1 -

0 - . .
Témoin IMI

Figeur 09 : Variations du poids relatifs (%) chez les rats témoins et les rats traités par

I’imidaclopride.

Chaque valeur est exprimée en Moyennezxcécart-type. Teste de student P> 0.05: la différence
n’est pas significative. P< 0.05: la différence est significative (*). P< 0.01: la différence est
tres significative (**). P< 0.001: la différence est hautement significative (***)

comparativement au groupe témoin.
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1.2. Action sur certains biomarqueurs de la fonction hépatique

Tableau 03: évolution de I’activité enzymatique (U/L) chez les rats témoins, et les rats traités

par les I’'imidaclopride.

Chaque valeur est exprimée en moyenne + écart-type. Significativité statistique. p<0,001 :
résultat hautement significatif (***), p<0,01 : résultat tres significatif (**), p<0,05 : résultat
significatif (*), p >0,05 : non significatif (NS),

Témoin 72.16+4.95 69.40+3.84 121.50+10.63

IMI 103.60***+13.39 88.75***+4.34 214.00***+13.47

1.2. 1. La variation des activités enzymatiques des aminotransférases

Nos résultats sont illustrés dans la figure 10 et qui montrent que les rats traités par 1’
IMI ont enregistré une augmentation statistiquement hautement significative (p<0,001) de

I’activité enzymatique d’ALAT et ASAT par rapport au lot témoin.

(U1 /ml) (U1 /mil)
ALAT ASAT

100 140

90 o g

120

80

70 - 100

60 1 80

50 -

40 60

30 1 40

20 -

10 - 20

O i 7 - O

Témoin IMI Témoin IMI

Figure 10 : Effet d’imidaclopride sur la concentration des aminotransférase (ALAT) et
(ASAT).
Les résultats sont exprimés en moyennezx écart type. Teste de student P> 0.05: la différence
n’est pas significative. P< 0.05: la différence est significative (*). P< 0.01: la différence est
tres significative (**). P< 0.001: la différence est hautement significative (***)

comparativement au groupe témoin.

33




Résultats et discussion

1.2. 2.La variation des activités enzymatiques de la phosphatase alcaline (PAL)

Notre étude nous a permis de suivre les variations de ’activité enzymatique de la
phosphatase alcaline (PAL) chez les rats témoins et les rats traités par I’imidaclopride. Ces
variations sont représentées dans la figure 11. Les rats des groupes qui sont traités par IMI,
ont connus une augmentation hautement significative (p<0,001) de [Pactivité de la
phosphatase alcaline (PAL) comparativement au lot témoin.

(U1 /ml) PAL

250 —

200

150

100 -

50 -

O .

Témoin IMI

Figure 11 : Effet de I’IMI sur le taux de PAL dans le plasma des rats traités et non traitees.

Chaque valeur est exprimée en moyenne + écart-type. Significativité statistique. p<0,001 :
resultat hautement significatif (***), p<0,01 : résultat trés significatif (**), p<0,05 : résultat

significatif (*), p >0,05 : non significatif (*) : relatif au témoin.
1.3. Effet du traitement sur les parametres du stress oxydatif hépatique
1.3.1. Effets sur le taux de GSH dans le foie

La variation de la concentration du glutathion réduit chez les rats traités par IMI en
comparaison avec les rats témoins est illustrée dans la figurel2. L’administration d’IMI chez
des rats du lot traité, a pu provoquer une diminution significative (p<0,05) du GSH

comparativement au lot témoin
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(mg /mg de protéine) GS H
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O .

Témoin IMI

Figure 12 : Effet de I’imidaclopride sur le taux de la GSH hépatique chez les groupes T,IMI.
Chaque valeur est exprimée en moyenne + écart-type. Significativité statistique. p<0,001 :
résultat hautement significatif (***), p<0,01 : résultat trés significatif (**), p<0,05 : résultat
significatif (*), p >0,05 : non significatif (NS),

1.3.2. Effets sur P’activité de la glutathion S-transférase (GST)

L’administration du I’'IMI pendant 4 semaines chez les rats induit une diminution
non significative P> 0.05 de I’activité enzymatique de la glutathion S-transférase (GST) dans
le foie par rapport aux rats témoins.

(Ul /mg de protéine) GST

0,025

0,02 T T
0,015 -
0,01 -

0,005 -

0 .
Témoin IMI

Figure 13 : Effet d’imidaclopride sur le taux de GST cytosolique dans le foie.

Chaque valeur est exprimée en moyenne + écart-type. Significativité statistique. p<0,001 :
résultat hautement significatif (***), p<0,01 : résultat tres significatif (**), p<0,05 : résultat

significatif (*), p >0,05 : non significatif (NS),

35



Résultats et discussion

1.3.3. Variation de ’activité de la catalase

La Figurel4 montre que I’administration d’IMI induit une augmentation significative
(P<0.05) de I'activité du CAT apres exposition sub chronique chez les rats traités par la IMI

comparativement au groupe témoin.

(Ul /mg de protéine)

Catalase

*

0,8

0,7

0,6

0,5
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -

0 .
Témoin IMI

Figure 14 : Effet de I’imidaclopride sur le taux de la catalase chez les groupes T, IMI.

Chaque valeur est exprimée en moyenne + écart-type. Significativité statistique. p<0,001 :
résultat hautement significatif (***), p<0,01 : résultat trés significatif (**), p<0,05 : résultat
significatif (*), p >0,05 : non significatif (NS),

1.3.4. Effet sur les taux de MDA dans le foie

D’aprés les résultats obtenus, on observe une augmentation hautement significative
(P<0,01) de la concentration de 'MDA chez le groupe traité par I’IMI en comparant au

groupe témoin.
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Figure 15 : Influence de I’administration d’IMI sur la peroxydation lipidique (taux de
’MDA).

Chaque valeur est exprimée en moyenne + écart-type. Significativité statistique. p<0,001 :
résultat hautement significatif (***), p<0,01 : resultat tres significatif (**), p<0,05 : résultat
significatif (*), p >0,05 : non significatif (NS) : comparativement au groupe témoin

1.4. Etude histologique du foie

Les coupes histologiques du foie des rats temoins et traités par L‘IMI ont été réalisés

pour observer les changements tissulaires qui peuvent étre apparaitre suite a I’exposition.

L’histologie des foies des rats témoins montre une architecture conservée, des
hépatocytes normaux, organisés en travees autours de veines centro-lobulaires. Tandis que

I’architecture des foies des rats traités par I'IMI présente plusieurs modifications tels que :

e L’architecture bouleversée avec perte d’organisation tubulaire.

e Signe de colestase.

e Ballonisation et clarification hépatocytaire.

e Nécrose hépatocytaire et cellules lymphocytaire assez nombreuses autours de la vaine

centro-lobulaires avec une inflammation.
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I1. Discussion :

Dans la présente étude, des dosages concernant les paramétres biochimiques (TGO,
TGP, PAL), le stress oxydatif (MDA) et le statut antioxydant enzymatique (catalase, GST) et
non enzymatique (GSH) ainsi qu’une étude histologique ont été réalisés, suite a une
exposition sub-chronique des rats a une dose équivalente de 1/20 de la DLso% d’un insecticide
appartenant a la famille des néonicotinoides, I’imidaclopride afin de déterminer leur effet

hépatotoxique.
I1.1. L’effet de I’'imidaclopride sur le poids relatif de foie

L'administration d'imidaclopride pendant 28 jours provoquée une augmentation
statiguement non significative (P> 0.05) de poids relatif du foie, cette augmentation est due
probablement a la sécrétion massive des enzymes au coure de la detoxification (Bhardwaj et
al, 2010).

I1.2. L’altération du statu redox cytosolique du foie
I1.2.1. L’altération des parameétres antioxydant

La production physiologique des ROS est régulee par des systéemes de défense
composés d’enzymes comme le catalase, les glutathion S-transférase, et de molécules
antioxydants de petite taille comme la glutathion (Pincemail et al, 2002) donc ces derniers

permet indirectement I’évaluation de la production des ROS (Orabi et al, 2013).

Le glutathion réduit (GSH) joue un r6le critique dans plusieurs processus biologiques
importants, notamment le maintien de groupes sulfhydrile essentiel sur les protéines
membranaires, le nettoyage des ROS par la formation de glutathion oxydé (GSSG) et d’autres
disulfures, les réactions de désintoxication des xénobiotiques impliquant la GST, la
dégradation des peroxydes intracellulaires et la régulation de I’état d’oxydoréduction
cellulaire(Prahalathan et al, 2004). Une baisse de son niveau cellulaire a été considéré comme

indicateur du stress oxydatif (Taleb-Senouci et al, 2009).

Dans la présente étude, nous avons constaté une baisse significative (P<0.05) du taux
hépatique en GSH chez les rats traités par IMI par rapport aux sains témoins. (Lohiya et al,
2017) ont également enregistré des résultats similaires, ils constaté que l'imidaclopride a

supprimé de maniére significative la concentration de GSH dans le foie.
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Cette diminution dans le groupe IMI est due trés probablement a son implication dans le
systeme de detoxification pour neutraliser les especes radicalaires toxiques générées par
I’IMI.

Le catalase (CAT) est une enzyme péroxysomales, particulierement abondante dans le
foie et les globules rouges. 11 réduise le peroxyde d'hydrogene H20, en libérant de I'oxygene et
d’ eau dont le role de prévenir les peroxydations des molécules biologiques induites par 1’eau

oxygénée (Goudable et Favier, 1997).

Dans notre étude, 1’évaluation du systéme enzymatique antioxydant a mis en évidence
une augmentation significative (P<0.05) de la CAT chez les rats traités par I'IMI
comparativement aux sains témoins, nos résultats sont en accord avec les autres rapports
publiés comme (El-Halwagy et al, 2018). La CAT est parmi les enzymes les plus puissantes
contre les ROS et qui est utilisée comme un agent détoxifiants.

Le GST est une enzyme antioxydant joue un réle critique dans la protection des cellules
contre les électrophiles et les produits d'oxydation du stress en catalysant la conjugaison du
glutathion a une variété de composés électrophiles (phase Il de la détoxification) (El-
Shenawy, 2010).

Dans la présente étude, nous avons constaté une baisse non significative (P>0.05) du
taux hépatique en GST chez les rats traités par IMI par rapport aux sains témoins, (EI-Gendy
et al, 2010 ; Yang et al, 2020) ont également enregistré des résultats similaires avec des doses
faibles de I’IMI, et il a été interprété que l'imidaclopride a un effet non seulement sur l'activité
de GST mais aussi éventuellement au niveau de l'expression génétique des GST, car

I’initiation de la régulation de I’ ARNm GST nécessite une dose ¢élevé de 'IMI.
11.2.2. Augmentation du taux de MDA

Dans notre étude, nous avons trouvé que ’administration de I’IlMI provoque un stress
oxydatif révélé par une augmentation hautement significatif (P<0.001) du MDA hépatique
qui est un marqueur de la peroxydation lipidique. Des résultats identiques ont été obtenus par
(Duzguneret Erdogan, 2012).

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).
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Les hydroperoxydes lipidiques formés par l'attaque des radicaux libres sur les résidus
d'acides gras polyinsaturés des phospholipides peuvent encore réagir avec les métaux redox
(comme le Fe*'et le Fe®"), produisant finalement un malondialdéhyde mutagéne et
cancérigéne (Scibior et al, 2006).

11.3. Dysfonctionnement hépatique (augmentation du taux sanguin du TGO, TGP et
PAL)

L'administration d'imidaclopride pendant 04 semaines chez les rats méles de la souche
Wistar a provoqué une perturbation au niveau des paramétres biochimiques. Les
transaminases (AST et ALT) et phosphatase alcaline PAL dans le sérum refletent I’activité
fonctionnelle du foie. Ces enzymes sont utilisées comme des indicateurs des dommages

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

Le traitement des rats par l'imidaclopride induit une augmentation hautement
significative (p<0,01) de l'activité enzymatique des transaminases et de phosphatase alcaline
(PAL) dans le tissu hépatique. 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 synthese de ces
enzymes(Toor et al, 2013). Cela peut étre di a la degénérescence et a la necrose 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 reésultats étaient corrélés avec les changements histopathologiques et ultra
structuraux observés dans le foie des rats du groupe imidaclopride. L'hépatotoxicité observee
dans la présente étude peut étre attribuée aux especes reactives de I'oxygene (ROS) induites

par I'imidaclopride,
11-4- Les changement histologique du foie

Concernant les résultats de 1’étude histopathologiques des foies des rats traités par 'IMI
on a observés plusieurs modifications comme [I’architecture bouleversée avec perte
d’organisation tubulaire. Signe de colestase, ballonisation et clarification, Neécrose
hépatocytaire et les cellules lymphocytaire assez nombreuse autours de la vaine centro-
lobulaire (inflammation). Des résultats semblables sont montrés par d'autres auteurs (Johnson
et al., 2012), (Toor et al., 2013) et (Chakroun et al., 2017).
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L'imidaclopride est également connue pour provoquer un stress oxydatif et une
inflammation du foie chez les rats .Cet état de stress oxydatif favorise les réactions en cascade
des radicaux libres par augmentation de la peroxydation lipidique suite a I’interaction entre
les ERO et les membranes cellulaires qui causé 1’augmentation du niveau intracellulaire du
MDA et la déformation de la structure des membranes perméabilité et Perte d’organisation
tubulaire el la mort cellulaire (Kebieche et al., 2011). La nécrose dans les hépatocytes et la
libération de cytokines inflammatoires, augmentant ainsi l'expression des molécules
d'adhésion et l'infiltration de leucocytes. Une combinaison de tous ces processus provoque
une destruction massive des tissus de foie (Mohamed et al., 2016).

La présente étude révele que I'administration orale d'IMI a causé des dommages au
niveau du foie chez les rats, comme preuve une augmentation significative des niveaux
plasmatique d'AST, ALT et PAL par rapport au groupe témoin. Les niveaux accrus de ces
enzymes cellulaires pourraient étre dus a la dégénérescence et a la nécrose des hépatocytes, ce
qui entraine une augmentation de la perméabilité de la membrane cellulaire avec fuite de ces

biomarqueurs dans le sang (Mahajan et al., 2018).

Dans la présente étude, notre analyse histopathologiques a également révélé infiltration
lymphoide comme signe d'inflammation et d'irritabilité cellulaire chez les rats traités, y
compris la dilatation de la veine centrale et infiltration leucocytaire dans le tissu hépatique
(Mohany et al., 2011).

L'hépatocyte présentait une perte de leur architecture normale, et ballonisation et
clarification comme des signes de stéatose hépatique, qui due a cause de ’accumulation de le

MDA produit de la peroxydation lipidique.
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Conclusion

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 I’imidaclopride provoqué une induction du systéeme de détoxification
ainsi qu’une hépatotoxicité. Par I’augmentation de I’activité de la CAT et un accroissement
significatif du niveau de MDA indiquant ’augmentation de la peroxydation lipidique et
diminution de fagon significative le taux de GSH ainsi que une augmentation non significative
de la GST. De plus, des augmentations hautement significatives des taux sériques ASAT,
ALAT, et PAL. Ces résultats sont accompagnés par des changements morphologiques

remarquables et des altérations qui ont touché ’architecture du tissu hépatique étudié.

Cette étude reste préliminaire, elle nécessite d’autres études a 1’échelle moléculaire pour
développer le mécanisme de la toxicité hepatique des néonicotinoides et en particulier de
I’imidaclopride et a déterminer la toxicité a d’autres niveaux (étude 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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Annexe

Représentation graphiques de la courbe d'étalonnage de la protéine
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Annexe 1 :Courbe d’étalonnage de la BSA

Représentation graphique de la courbe d'étalonnage du MDA
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Annexe

Représentation graphiques de la courbe d'étalonnage du GSH
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Résumé:

L’imidaclopride (IMI) est un néonicotinoides connus pour cibler les récepteurs nicotiniques de
I'acétylcholine (NAChR) chez les insectes, et potentiellement chez les mammiféres. il est capable
d’induire un stress oxydatif par la génération des radicaux libres. Le but de ce travail était d’étudier les
effets d’IMI et évaluer le stress oxydatif au niveau du foie des rats Wistar albinos en utilisant des
parameétres biochimiques et histopathologiques. Les rats étaient répartis au hasard en deux groupes en
tant que groupe témoin et groupe exposé a l'imidaclopride. Et a été administré par gavage gastrique
(22.5 mg/kg/PCljour) d'imidaclopride pendant 28 jours. A la fine de traitement les échantillons du foie
ont été prélevés pour analyse. Concernent le stress oxydant, nos résultats révelent une induction du
systeme de détoxification ainsi qu’une hépatotoxicité. En effet, induisent de maniére significative du
CAT et le MDA et diminution de facon significative le taux de GSH, et une augmentation non
significative de GST. De plus, des augmentations hautement significatives des taux sériques ASAT,
ALAT, et PAL ont été observées dans le groupe traité par IMI. Ce dysfonctionnement induit par I’IMI a
¢été également accompagné par des altérations et des changements de 1’architecture du foie observé dans
les coupes histologiques.

Mots clés: pesticide, L’imidaclopride, le foie, stress oxydatif, hépatotoxicité

Abstract:

Imidacloprid (IMI) is a neonicotinoid known to target the nicotinic acetylcholine receptor (hnAChR)
in insects, and potentially in mammals. It is able to induce oxidative stress through the generation of free
radicals. The aim of this work was to study the effects of IMI and assess oxidative stress in the liver of
Wistar albino rats using biochemical and histopathological parameters. Rats were randomly divided into
two groups as a control group and a group exposed to imidacloprid. And was administered by gastric
gavage (22.5 mg/kg /bw/day) of imidacloprid for 28 days. After exposure the liver samples were
surgically removed for analysis. As for oxidant stress, our results reveal induction of the detoxification
system as well as hepatotoxicity. In fact significantly induce CAT and MDA significantly decrease the
level of GSH and no significantly augmentation of GST. In addition, significant increases in serum AST
and ALT, ALP levels were observed in the group treated with IMI. This IMI-induced dysfunction was
also accompanied by alterations and changes in the architecture of the liver seen in histological sections.
Key words: pesticide, Imidacloprid, the liver, oxidative stress, hepatotoxicity.
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