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Glossaire

Toxicité subaigtie : Est une toxicité réitérée pendant au maximum 28 jours. Elle correspond a
des expositions fréquentes et répétées en une seul fois ou en plusieurs fois tres rapprochées,
d'une dose suffisamment importante sur une période de plusieurs jours ou semaines pour que

les symptomes d’intoxication apparaissent (Lauwerys et al., 2007).

Xénobiotique : est une substance présente dans 1’organisme vivant mais qui lui est étrangere
et qui n’est pas apportée par son alimentation naturelle. C’est le plus souvent une molécule
chimique (Bequet, 2018).

Congestion vasculaire : La congestion est I’accumulation excessive de sang sur un point du
systéme vasculaire associée a la dilatation des vaisseaux sanguins d’un tissu (WOILLEZ,
1854).

Stress oxydatif : ou stress oxydant, est un désequilibre entre la production de
quantitéexcessive de radicaux libres et ceux qui sont responsables de leurs contrble et

élimination (antioxydants) (Haleng et al., 2007).

Radicaux libres : Sont par définition des especes chimigques possédant un électron
célibataire sur leur couche périphérique, ce qui leur confére un fort degré de réactivité. Ils ont
¢té longtemps considérés comme nuisibles, responsables de potentiels dommages a ’ADN,

aux protéines et aux lipides (Harman, 1956).

Espéces réactives de I'oxygene (ROS) : des molécules hautement réactives, dont les niveaux
peuvent augmenter considérablement pendant différents types de stress, entrainant des
dommages aux structures cellulaires. Cela se cumule dans une situation définie comme un
stress oxydatif (Marra et al., 2008).




Résumé

L’objectif principal de ce travail est d’évaluer ’effet hépato-protecteur possible de la
supplémentation de 1’huile essenticlle de thym "Thymus vulgaris” chez le lapin male de
souche (Oryctolagus cuniculus) intoxiquée par un biopesticide de la famille des avermectines
dont la matiere active est lI'abamectine (ABM). Dans ce cadre, vingt lapins ont été répartis en
quatre lots : témoin, traité par I’abamectine, traité par ’huile essentielle de thym, et traité par
abamectine et supplémenté par I’huile essentielle de thym (ABM + HET). Les effets ont été
observés sur 1’évolution du poids corporel et du poids absolu de foie, I’histopathologiec du
parenchyme hépatique et I’expression de deux biomarqueurs immunohistochimiques (Bcl-2 et
alpha foetoprotéine) au niveau cellulaire.

Nos résultats ont montré une diminution significative de poids corporel des lapins traités
par ABM par rapport aux autres groupes. L’exposition subaigiie (21 jours) a I’abamectine a
provoqué une diminution statistiquement significative de poids absolu de foie en
comparaison avec le lot témoin et les lots traités. L’examen histopathologique du foie a
révelg, chez les lapins traités uniqguement par ABM, une désorganisation du lobule hépatique,
une congestion de la veine centro-lobulaire, présence d’infiltrat inflammatoire et une
hémorragie dans les sinusoides. Chez les lots traités par le ABM+HET, une réorganisation
architecturale du lobule hépatique a été observée. De plus, ’examen immunohistochimique
montre un immun marquage cytoplasmique, membranaire et /ou nucléaire positive de
I’expression des protéines AFP et bcl-2, chez les groupes témoin et traité par HET et traite par
ABM + HET, alors que une expression négative a été observé dans le groupe traité par
I’ABM.

En conclusion, la présente étude a montré que 1’exposition subaigie a I’ABM provoque
une hépatotoxicité chez le lapin male. Cependant, la supplémentation d’huile essentielle de
thym permet de minimiser les effets néfastes induits par I’ABM, probablement grace a son
effet anti-apoptotique.

Mots clés : Abamectine, Thymus vulgaris, Foie, Histologie, Immunohistochimie, Alpha
foetoprotéine, Bcl-2.




Abstract

The main objective of this work is to evaluate the possible hepato-protective effect of the
supplementation of the essential oil of thyme "Thymus vulgaris” in the male rabbit of strain
(Oryctolagus cuniculus) intoxicated by a biopesticide of the family of avermectins, the active
ingredient of which is abamectin (ABM). In this context, twenty rabbits were divided into
four groups: control, treated with abamectin, treated with essential oil of thyme and treated
with abamectin and supplemented with essential oil of thyme (ABM + HET) for 21 days. .
Effects were observed on change in body weight and absolute liver weight, histopathology of
the liver parenchyma and expression of two immunohistochemical biomarkers (Bcl-2 and
alpha fetoprotein) at the cellular level.

Our results showed a significant decrease in body weight of the rabbits treated with ABM
compared to the other groups. Subacute exposure to abamectin caused a statistically
significant decrease in absolute liver weight compared to the control and treated groups.
Histopathological examination of the liver revealed, in rabbits treated only with ABM,
disorganization of the hepatic lobule, congestion of the centrilobular vein, presence of
inflammatory infiltrate and hemorrhage in the sinusoids In groups treated with (ABM + HET)
an architectural reorganization of the hepatic lobule was observed. Furthermore, the
immunohistochemical examination shows a positive cytoplasmic, membrane and / or nuclear
immunostaining of the expression of the AFP and bcl-2 proteins, in the control groups treated
with HET and treated with ABM + HET, while a negative expression was observed in the
group treated with ABM.

In conclusion, the present study showed that subacute exposure to ABM causes
hepatotoxicity in male rabbits. However, supplementing with thyme essential oil helps
minimize the harmful effects of ABM, possibly due to its anti-apoptotic effect.

Keywords : Abamectin, Thymus vulgaris, Rabbit, Liver, Histology, Immunohistochemistry,
Alpha fetoprotein, Bcl-2.
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Introduction

INTRODUCTION

Les pesticides sont des produits chimiques utilisés en agriculture pour détruire les
ravageurs, les plantes adventices et les agents phytopathogénes. Cette utilisation des
pesticides a montré ses avantages notamment dans l'augmentation des rendements de
production par I'élimination ou la réduction des prédateurs des cultures. Toutefois, derriére
ces bienfaits, se cachent des effets insidieux dont les méfaits sur I'environnement, sur la

qualité des produits agricoles, et sur la santé des populations (Benedetti et al., 2017).

Les avermectines sont largement utilisés pour lutter contre les parasites chez les animaux
et les humains, ils sont utilisés aussi comme des biopesticides contre les ravageurs des
cultures, et occupent une place importante sur le marché des pesticides en raison de leur large
spectre d’action et leur grande efficacité (Li et al., 2017). L abamectine est un bio-insecticide
appartenant a la famille des avermectines. 11 est largement utilisé a travers le monde et est I’'un

des insecticides les plus utilisés en Algérie (Khaldoun-Oularbi et al., 2013).

L’abamectine agit en potentialisant les effets du neurotransmetteur inhibiteur acide
gamma-aminobutyrique (GABA). 1l exerce son effet en empéchant la transmission des
impulsions électriques dans les muscles et les nerfs des invertébrés en provoquant ainsi une
hyperpolarisation des neurones et bloquant la transmission post-synaptique. Cela induit la

paralysie et la mort des insectes (Fent, 2014).

Cet insecticides peut aussi affecter négativement la faune non-cible en provoquant un
dysfonctionnement neurologique (Hsu et al., 2001), une hépatotoxicité, une néphrotoxicité
(Terali et al.,2018) et affectant la fonction reproductrice (Zanoli et al., 2012). Le risque de la

toxicité pour ’Homme est relativement faible mais certes (Dufaure, 2012).

De nos jours, lutilisation des sources naturelles est largement considérée comme
atténuant les effets déléteres des pesticides (Khalil et al., 2020). De nombreux extraits de
produits naturels ont une variété d'effets pharmacologiques et biologiques. Thymus vulgaris
(thym commun), connu localement dans L'Algérie en tant que «Za-itra», appartenant a la
famille des Lamiacées (Mokrane et al., 2020). C’est une herbe médicinale aromatique qui est
largement utilisée dans la médecine traditionnelle pour ses effets antimicrobiens,
antioxyadnts, anti-inflammatoires et antihelminthiques (Hosseinzadeh et al., 2015). De
nombreuses études ont révélé que les remedes végétaux sont utiles dans le traitement des
maladies du foie. Autant de plantes et les herbes ont des antioxydants naturels efficaces
(Tural et Turhan, 2017 ; Guesmi et al., 2016).
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Introduction

Le foie est le principal site de biotransformation des xénobiotiques, il protége
I’organisme en empéchant les substances nocives de s’accumuler dans I’organisme et joue un
role dans le maintien et la régulation de I'homéostasie. La destruction du foie, appelé
hépatotoxicité, est principalement causé par des agents chimiques comme les toxines
environnementales, y compris les pesticides (Sumer et al., 2019).

Dans ce contexte, I'objectif de cette étude est de rechercher I’hépatotoxicité de
I’abamectine administré par voie orale chez le lapin male et d’étudier I'effet hépato-protecteur
d’une co-administration de [I'huile essentielle de thym (Thymus vulgaris). L’étude cible
I’évolution du poids corporel et du poids absolu de foie, I’étude histopathologique du
parenchyme hépatique et 1’évaluation de  l'expression de quelques biomarqueurs
immunohistochimiques (Bcl-2 et alpha foetoprotéine) au niveau cellulaire.

Ce manuscrit est subdivisé en trois chapitres dont le premier chapitre présente une
synthese bibliographique, a travers laquelle nous introduisons des rappels anatomo-
physiologiques sur I’organe de détoxification le foie. Ensuite, des généralités sur les
pesticides et en particulier I’avermectine et 1’huile essentiel de thym. Le deuxiéme chapitre
c’est la partie expérimentale qui comporte une description du matériel utilisé et le protocole
suivie durant I’expérimentation, et enfin le dernier chapitre traite les résultats obtenus suivis

de leur discussion. On finit par une conclusion générale et des perspectives.
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I Foie : organe de biotransformation
I.1. Anatomie du foie

Le foie est I'un des plus grands organes des mammiferes et le site principal pour le
métabolisme intense et l'excrétion. C’est une glande abdominale unique et asymétrique
appartenant au systeme digestif. Il est de couleur rouge brune, de consistance molle et trés
vasculaire. Il se situe sous le diaphragme, dans la partie supérieure droite de la cavité
abdominale et est presque entierement protégé par la cage thoracique (Ovalle et Nahirney,
2020).

Chez les lapins, le foie est plurilobé, constitué de 5 lobes (Figure 1). Le lobe droit est
unique et de forme ovale. Le lobe gauche est subdivisé en lobe latéral gauche et lobe médial
gauche. Le lobe caudeé est bien développé et divise en deux parties : le processus caudé
dépasse le lobe hépatique droit et présente une empreinte rénale évidente et le processus
papillaire qui arrondi. Le lobe carré est petit, moins visualisé, étant attaché a la fosse de la
vésicule biliaire (Stan, 2018).

Le foie est fortement vascularisé. La vascularisation est assurée par deux vaisseaux
majeurs : I’artére hépatique, qui fournit au foie un sang riche en oxygeéne provenant du cceur
et la veine porte, qui draine le sang provenant de 1’cesophage, de I’estomac et des intestins, il

s’agit d’un sang pauvre en oxygeéne mais riche en nutriments (Oriana et Denis, 2015).

Porte du foie Processus caudé

du lobe caudé

Processus papillaire
du lobe caudé

Lobe gauche Lobe droit

latéral
Vésicule biliaire

Lobe carré

Lobe gauche médial

Figure 1: Représentation des différents lobes hépatiques chez le lapin (Lardot, 2018).
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1.2. Histologie du foie

Le foie est un organe essentiellement cellulaire et pauvre en tissu conjonctif. Il est
entouré d’une capsule appelé « la capsule de Glisson » qui s’invagine dans le parenchyme
hépatique permettant de déterminer des lobes. Le parenchyme hépatique représente environ
80% du volume hépatique; il est constitué des hépatocytes disposés en plaques réguliéres,
ramifiées et interconnectées qui sont intercalées avec un réseau de sinusoides hépatiques a

parois minces (Ovalle et Nahirney, 2020).

L’ unité structurale classique du foie est le lobule hépatique, qui possede une forme
grossierement hexagonal. Chaque lobule hépatique est composé des cellules hépatocytaires
empilées les unes sur les autres et entrecoupés par les sinusoides ; et est centré par une veine
centrale (CV) dont la périphérie est délimitée par des espaces portes (EP), chacun est forme
par une triade portale. Celle-ci est composée d’une artére hépatique, d’une voie biliaire et de

la veine porte (Pawlina, 2016).

Plus récemment, I’acinus hépatique est considéré comme 1’unité fonctionnelle du foie qui
fournit une meilleure corrélation entre la perfusion sanguine, l'activité métabolique et la
pathologie hépatique (Figure 2). 1l représente la plus petite unité fonctionnelle du parenchyme

hépatique (Pawlina, 2016).

Figure 2 : Architecture du foie (a) Schéma du lobule hépatique (b) Schéma de I'acinus simple
(Young et al., 2013).
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Le foie est compose de plusieurs types cellulaires (Figure 3), chacune ayant une fonction
bien identifiée (Ploton, 2018), compris :

% Les hépatocytes :

Sont de grandes cellules épithéliales avec un noyau arrondi et central, dont la taille est
variable en fonction de 1’état de la cellule et un cytoplasme trés abondant et granulaire. Sa
richesse en organites cytoplasmiques témoigne d’une grande activité métabolique (Young et
al., 2017).

«»» Les cellules bordant les sinusoides :

Ces cellules appartiennent a au moins trois types cellulaires ; celle qui tapissent les parois
des sinusoides hépatiques, sont des cellules endothéliales plates, se distinguent facilement des
hépatocytes par leurs noyaux aplatis, condensés, et leur cytoplasme de taille réduite, peu
coloré. Parmi ces cellules, se trouvent de grosses cellules renflées, phagocytaires, avec des
noyaux ovalaires, généralement appelé Cellules de Kupffer, appartenant au systeme de
défense monocyte- macrophage. Le troisieme type cellulaire appelé cellules étoilées (cellules
de ito, Stellate). Se trouvent dans I'espace péri sinusoidal et stockent la vitamine A et d'autres
vitamines liposolubles. Ces cellules mésenchymateuses, qui sont difficiles a voir dans les
préparations de routine, produisent également des composants de la matrice extracellulaire et
des cytokines qui aident a réguler l'activité des cellules de Kupffer. On trouve aussi les
lymphocytes et les cellules dendritiques (Grisham, 2009; Young et al., 2017; Mescher,
2018).

Cellules de Kupffer
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‘ Figure 3 : Population cellulaire hépatique (Laurence, 2017). \




Chapitre I : synthése bibliographique

1.3. Role physiologique du foie

Le foie occupe une place centrale au sein de 1’organisme. Il constitue un carrefour
métabolique et regroupe de nombreuses fonctions ; c’est une glande digestive a la fois
endocrine et exocrine, aux fonctions a la fois anaboliques et cataboliques, ce qui en fait un

organe de stockage, de détoxification et de synthése (Lardot, 2018).

Métabolisme glucidique: Régulation de la glycémie par les processus de glycogeneése,
glycogénolyse et néoglucogenése (Valdire et Valdire-Charpy, 2008).

Métabolisme protéique : Le foie synthétise également des protéines plasmatiques
essentielles pour ’organisme comme 1’albumine et des facteurs de coagulations, la synthése
des acides aminés (AA) non essentiels et la détoxification des déchets métaboliques
(désamination des AA et production d’urée) (Young et al., 2017).

Meétabolisme lipidique : La convertion des glucides en acides gras gréace a la lipogenese de
novo. Les hépatocytes obtiennent également des acides gras de la circulation sanguine, qui
sont estérifiés soit pour étre stockes dans des gouttelettes lipidiques dans les hépatocytes, soit
sécretes dans la circulation sous forme de particules de lipoprotéines de densité tres faible
(VLDL). Les acides gras sont également incorporés dans les phospholipides, qui sont un
composant essentiel des membranes cellulaires. Le jetne favorise également la lipolyse, ou
les acides gras sont oxydés principalement dans les mitochondries pour genérer de I'énergie
via la B oxydation (Rui, 2014).

Stockage : Des vitamines (A, D, k, B12, E), de certains minéraux (fer et cuivre) et de
glycogene (Valdire et Valdire-Charpy, 2008 ; Nicole et al., 2014).

Phagocytose / immunité:Parce que le foie est constamment exposé aux antigéenes de l'intestin
ainsi qu'aux faibles taux d'endotoxines bactériennes, de nombreux mécanismes suppriment
une activation «accidentelle» du systeme immunitaire. Les cellules de Kupffer, des
macrophages, jouent un rdle majeur dans la phagocytose des antigenes, le maintien de la
tolérance immunologique dans le foie et dans la fourniture d'un micromilieu anti-

inflammatoire pendant I'noméostasie (Ju et Tacke, 2016).
Meétabolisation des xénobiotiques

Les hépatocytes sont impliqués dans la dégradation des médicaments, des toxines, et

d'autres protéines étrangeres a l'organisme (xénobiotiques). De nombreux médicaments et
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toxines ne sont pas hydrophiles. Par conséquent, ils ne peuvent pas étre éliminés efficacement
de la circulation par les reins. Le foie convertit ces substances en des formes plus solubles. Ce
processus est réalisé par les hépatocytes en trois phases :

La phase | (oxydation) comprend [I'hydroxylation (ajout d'un groupe -OH) et la
carboxylation (ajout d'un groupe - COOH) a un composé étranger. Cette phase est réalisée
dans le réticulum endoplasmique lisse de I'népatocyte et les mitochondries. Elle implique une
série de réactions biochimiques avec des protéines collectivement appelées cytochrome P450.

La phase Il (conjugaison) comprend la conjugaison avec I'acide glucuronique, la glycine ou
la taurine. Ce processus rend le produit de la phase I encore plus hydrosoluble afin qu'il puisse
étre facilement éliminé par les reins (Pawlina, 2016).

La phase Il (expulsion des conjugués) correspond a la sortie du xénobiotique, du
métabolite de la phase 1, ou du métabolite de la phase 2 hors de I’hépatocyte. Cette sortie peut
se faire soit par diffusion passive, soit active par le biais de transporteurs, comme les protéines
de la famille multidrug resistance associated proteins (MRP). Ces molécules pourront alors

étre éliminées par I’organisme (Buatois et al., 2014).

Xénobiotique —_

e Phase Il
Phase | /" Phase Il 7
Phase 0 —
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t GST. NAT
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Figure 4 : Schéma général de la Métabolisation des xénobiotiques dans une cellule (Decleves et
al., 2011).

Il.  Généralités sur les pesticides
11.1. Définition

Le terme pesticide dérive du mot anglais « pest » qui désigne tout animal ou plante

(virus, bactérie, champignon, ver, mollusque, insecte, rongeur, oiseau, et mammifére)
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susceptibles d’étre nuisible pour '’homme et a son environnement et de « cide », du latin

caedere signifiant frapper, abattre, tuer (Gatignol et Etienne, 2010).

Un pesticide est une substance ou un mélange de substances destinée a prévenir, détruire
ou contrdler tout organisme nuisible, y compris les vecteurs de maladies humaines ou
animales et especes végétales ou animales indésirables, qui causent des dommages pendant ou
interferent d'une autre maniére avec la production, la transformation, le stockage, le transport
ou la commercialisation d'aliments, de produits agricoles, de bois et de produits du bois ou
d'aliments pour animaux, ou de substances qui peuvent étre administrées aux animaux pour le
lutte contre les insectes, ou autres ravageurs dans leur corps (WHO FAO, 2014 ; Robinson,
2018; Watson, 2018).

Un pesticide peut également étre toute substance ou un mélange de substances utilisé
pour prévenir, détruire, repousser ou atténuer tout ravageur; utilisé comme régulateur de

plante, défoliant ou déshydratant; ou utilisé comme stabilisateur d” azote (EPA, 2019).

11.2. Classification des pesticides

Les pesticides commercialisés actuellement comprennent une multitude de structures
chimiques et de groupes fonctionnels, ce qui rend leur classification assez complexe. La
plupart des auteurs classent les pesticides selon deux systéemes de classification, soit en
fonction de la nature chimique de la substance active qui les composent, soit selon les

organismes vivants visés (Louchahi, 2015).

Premier systeme de classification : repose sur le type de parasites a contrbler. Il existe
principalement trois grandes catégories de pesticides selon la nature des cibles visées : les

herbicides, les fongicides et les insecticides (Louchahi, 2015).

% Herbicides : Ils permettent d’éliminer les mauvaises herbes. Ce sont des phénoxydes,
des triazines, des amides, des dinitro-anilines dérivés d’urée, des sulfonylurées et
uraciles (Benziane, 2014).

% Fongicides : Permettent de combattre la prolifération des maladies des plantes
provoguées par des champignons ou encore des bactéries (Louchahi, 2015).

% Insecticides : Ce sont les premiers pesticides utilisés et les plus utilisés en Algérie,
Sont des substances actives destinés a lutter contre les insectes. lls interviennent en
tuant ou en empéchant la reproduction des insectes, ce sont souvent les plus toxiques
(Bougeutof et Djaballah, 2016).
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Outre, ces trois grandes familles de pesticides citées ci-dessus, selon (Louchachi, 2015),

il existe d’autres catégories telles que :

Les acaricides, contre les acariens.

Les nématicides, contre les vers du groupe des nématodes.

Les rodenticides, contre les rongeurs.

Les taupicides, contre les taupes.

Les molluscicides, contre les mollusques et les limaces.

Les corvicides et corvifuges, contre les corbeaux et les oiseaux ravageurs des

cultures.

Deuxiéme systéme de classification : Tient compte de la nature chimique de la substance

active qui compose majoritairement les produits phytosanitaires. Selon (Calvet et al., 2005).

7
A X4

Pesticides organiques : Ils sont tres nombreux et appartiennent a diverses familles
chimiques (Tomlin, 2006). Il existe actuellement plus de 80 familles ou classes
chimiques dont les plus connues sont : les organochlorés, les organophosphorés, les
carbamates, les pyréthrinoides, les triazines, les enzimidazoles et d’autres groupes (tels
que le derive dipiridiniques, organe mercuriale, organocincades, fenoxiacetiques,
pyréthrines et les dérivés triaziniques (Bazzi, 2010).

Pesticides inorganiques : lls sont peu nombreux mais certains sont utilisés en tres
grande quantité comme le soufre ou le cuivre. Ce sont des pesticides tres anciens dont
I’emploi est apparu bien avant la chimie organique de synthése. De cette époque ne
subsistent aujourd’hui aucun insecticide, un seul herbicide employé en tant que
désherbant total (chlorate de sodium) et quelques fongicides a base de soufre et cuivre
comme la bouillie bordelaise (Fillatre, 2011).

Pesticides organométalliques : Ce sont des fongicides dont la molécule est constituée
par un complexe fait d’un métal comme le zinc ou le manganese et d’un anion
organique dithiocarbamate (exemple : mancozebe avec le zinc, manébe avec le

manganése) (Fillatre, 2011).

I1.2. Insecticides biopesticides

L'union européenne définit les biopesticides comme une forme de pesticide basée sur des

micro-organismes ou des produits naturels. Les biopesticides font référence a des matériaux

d'origine biologique utilisés pour la lutte antiparasitaire et sont considérés comme des
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respectueux de I'environnement et spécifiques aux ravageurs. lls ont le potentiel de remplacer
les pesticides pour la lutte des ravageurs ; ils constituent un outil prometteur vers la lutte
intégrée des ravageurs lorsqu'ils sont utilisés en conjonction avec une bonne gestion des
cultures (Moshi et Matoju, 2016 ; Bateman et al., 2018 ;European Union, 2019).

Le terme biopesticide est une contraction de pesticide biologique. Selon la définition de
I'Agence Ameéricaine de Protection de I'Environnement (EPA), les biopesticides sont divisés
en trois grands groupes: les pesticides biochimiques, les pesticides microbiens et les

phytoprotecteurs incorporés dans les plantes (EPA, 2019).

I1.3. Voies d’exposition

L'exposition aux pesticides peut provenir directement de l'utilisation professionnelle,
agricole et domestique, alors qu'ils peuvent également étre transférés indirectement par
I'alimentation. De plus, les principales voies d'exposition humaine aux pesticides passent par

la chaine alimentaire, l'air, I'eau, le sol, la flore et la faune (Anderson et Meade, 2014).

Exposition cutanée : Est I'une des voies les plus courantes et les plus efficaces par lesquelles
les applicateurs de pesticides sont exposes aux pesticides (Anderson et Meade,
2014). L'absorption cutanée peut se produire a la suite d'une éclaboussure, d'un déversement
ou d'une dérive de pulvérisation, lors du mélange, du chargement, de I'¢limination et / ou du
nettoyage des pesticides. L'absorption peut également résulter d'une exposition a de grandes

quantités de résidus (Salvatore et al., 2008).

Exposition orale : L'empoisonnement le plus grave peut survenir lorsqu'un pesticide est
introduit par voie orale. L'exposition orale a un pesticide survient généralement par accident
en raison de la négligence ou pour des raisons intentionnelles (Damalas et Eleftherohorinos,
2011). Les cas les plus fréquents d'exposition par voie orale accidentelle se produisaient
lorsque les pesticides étaient transférés de leur contenant étiqueté d'origine vers une bouteille
ou un contenant alimentaire non étiqueté (Gilden et al., 2010). De plus, des problemes de
résidus des pesticides dans les légumes, les fruits, l'air, l'eau des riviéres et les eaux

souterraines sont aussi mis en évidence (Mebdoua, 2019).

Exposition respiratoire : En raison de la présence de composants volatils des pesticides, leur
potentiel d'exposition respiratoire est important (Amaral, 2014). L'inhalation de quantités
suffisantes de pesticides peut causer de graves dommages aux tissus du nez, de la gorge et des

poumons (Damalas et Eleftherohorinos, 2011).

10
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Exposition oculaire : Le potentiel de Iésions chimiques est élevé pour les tissus de
I'ceil. Certains pesticides auraient été absorbés par les yeux en quantités suffisantes pour
provoquer des maladies graves, voire mortelles (Gilden et al., 2010). Les pesticides
granulaires présentent un danger particulier pour les yeux. Si les pesticides sont appliqués
avec un équipement motorisé, les granulés peuvent rebondir sur la végétation ou d'autres

surfaces a grande vitesse et causer des Iésions oculaires importantes (Fareed et al., 2012).
11.4. Effets des pesticides sur la santé humaine

Malgré le principal avantage de Il'utilisation des pesticides pour lutter contre les ravageurs
et les vecteurs de maladies, les pesticides représentent un danger aussi

bien pour I'environnement que pour la santé humaine (Guzman et al., 2020).

Les humains sont exposés aux pesticides de différentes manieres; ces expositions
different également dans leurs intensités, qui s'ajoutent a leurs effets différentiels. Les
travailleurs impliqués dans les industries des pesticides, les transporteurs de ces produits
chimiques dangereux, les agriculteurs, les vendeurs de fruits et Iégumes et les consommateurs

sont exposes a différentes concentrations de pesticides (Sabarwal et al., 2018).

Il existe de plus en plus de preuves scientifiques établissant un lien causal entre
I’exposition aux pesticides et le développement de plusieurs pathologies humaines (Sabarwal

et al., 2018). Le tableau I résume les principaux effets néfastes des pesticides sur la santé.

Tableau I : Principaux effets toxiques des pesticides.

Nature des effets toxiques Références

Dysfonction rénale et maladie rénale (Nascimento et coll, 2016 ; Scammell et al.,
. 2019)

chronique

Cancer et teratogénicité : augmentation du (Patel et Sangeeta, 2019 ; Saad-Hussein et al.,
risque de cancer de la prostate, du sein, de la 2019 ; Huang et al., 2019)

vessie, des poumons, du cblon, de Ila

leucémie et du myélome multiple suite a

I'exposition continue a certains pesticides.

Immunotoxicité (Mitra et coll, 2019)

(Jurewicz et coll, 2015 ; Dhananjayan et al.,
Dommages a I'ADN du sperme humain et
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autres génotoxicités 2019 ; Dziewirska et al., 2019 ; Mitra et coll,
2019)
Dommages au systéme endocrinien (Magbool et coll, 2016)

(Freire et Koifman, 2013 ; Nascimento et al.,
2016 ; Dhananjayan et al., 2019 ; Mitra et
coll, 2019 ; Patel et Sangeeta, 2019)

Troubles neurologiques causant des troubles
psychologiques, en particulier des syndromes
dépressifs, la maladie de Parkinson et
d’Alzheimer

Cardiotoxicité et infarctus du myocarde (Anakwue, 2019 ; Feki et al., 2019)
Hépatotoxicité et la dysfonction de la (Yang et coll, 2018 ; VoPham et coll, 2017)
fonction hépatique.

Les troubles de la reproduction féminins et (Garcia et al., 2017 ; Laws et al., 2021)

masculins (I’infertilité, I'hypofertilite).

I1l.  Avermectines
I11.1. Définition

L'avermectine (AVM), en tant que métabolite secondaire produit par la fermentation
microbienne du sol, est le cinquieme pesticide le plus vendu au monde et le pesticide
biologique le plus utilisé (Qin, 2020). Les avermectines forment une classe de lactones
macrocycliques a activité insecticide, nématocide et acaricide extraites de Streptomyces
avermitilis (Burg et al., 1979 ; Novelli et al., 2012). Il s'agit d'un groupe de composés
macrolides a seize membres avec huit composants principaux, et le principal composant

utilisé comme pesticide est I'avermectine B1 (Ikeda et Omura, 1997 ; Zhang et al., 2017).

Par conséquent, 'AVM est considéré comme un pesticide biologique tres efficace avec
une forte spécificité aux insectes cible. Il est utilisé contre une large gamme de ravageurs de
I'agriculture et de I'élevage et dans la lutte contre les parasites intestinaux, en raison de ses
caractéristiques de large spectre, de haute efficacité, de faible taux de résidus et de sécurité

pour I’homme, ’animal et I’environnement (Novelli et al., 2012 ; Li et al., 2017).

12




Chapitre I : synthése bibliographique

Divers derivés peuvent étre obtenus en modifiant la structure chimique de l'avermectine,
tels que I'abamectine, l'ivermectine et le benzoate démamectine (Bai et Ogbourne, 2016 ;
Ozdemir et Kahraman, 2016).

I11.2. Propriétés physico-chimiques

Les propriétés physico-chimiques d’un produit déterminent en grande partie son devenir
dans I’environnement. La haute pression de vapeur des avermectines indique qu’elles ont une
pression de vapeur élevée, ce qui rend difficile leur distribution dans I'atmosphére (Bloom et
Matheson, 1993 ; Prasse et al., 2009). La solubilit¢ des avermectines dans I’eau est
relativement faible. Cependant, elles sont généralement solubles dans les solvants organiques,
comme le méthanol, le chloroforme, I'éther diéthylique, l'acétate d'éthyle, le p-dioxane,
I’é¢thanol a 95 %, I’oxyde de diéthyle, le dichlorométhane, 1’acétone et les hydrocarbures
aromatiques. Les avermectines ont un coefficient d'adsorption élevé, et une forte affinité pour

les lipides et la matiére organique (Lumaret et al., 2012 ; Barron-Bravo et al., 2020).

111.3. Toxicocinétique des avermectines

Les avermectines sont rapidement absorbées par voie digestive et distribuées dans tous
I’organisme suite a leur ingestion. Par contre, leur absorption par voie dermique est faible. En
cas d’injection sous-cutanée de 400 pg/kg d’ivermectine chez le lapin, on obtiendra des
concentrations tissulaires importantes jusqu’a treize jours apreés I’injection. Alors qu’en cas
d’ingestion, les avermectines sont presque entierement ¢liminées de 1’organisme au bout de

sept jours.

Les avermectines atteignent leur concentration maximale dans le sang quatre a huit
heures aprés administration. Elles sont brievement stockées dans les graisses, les reins, le foie
et les muscles. En cas d’injection sous-cutanee, elles se retrouvent en quantité importante dans
la peau. Elles traversent trés peu la barriere hémato-encéphalique ou leur passage est limité
par la pompe d’efflux la glycoprotéine P (Pgp). Elles sont majoritairement excrétées par les
feces et en tres faible quantité par les urines. Seulement la moitié de la quantité absorbée est
métabolisée alors que le reste est excrété sous forme inchangé (Marrs et al., 2012; Ménez et
al., 2012; Varga, 2014).

111.4. Mode d’action

Les avermectines agissent en potentialisant les effets du neurotransmetteur inhibiteur

acide gamma-aminobutyrique (GABA). Ils exercent leur effets en empéchant la transmission
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des impulsions électriques dans les muscles et les nerfs des invertébrés en amplifiant les effets
du glutamate sur le canal chlorure fermé spécifique aux invertébrés Figure 4. Les
avermectines sont des agonistes GABAergiques, leur interaction avec les canaux chlorure-
dépendants du récepteur provoque un afflux massif et cela permet a plus d'ions chlorure de
pénétrer dans les cellules, provoquant une hyperpolarisation des neurones et bloquant ainsi la
transmission post-synaptique, ce qui aboutit a une paralysie des systemes neuromusculaires
des invertébrés et la mort des parasites sensibles. Ces effets ne semblent pas se produire chez
les mammiféres, ce qui donne aux avermectines une grande marge de sécurité. Cependant, a
des doses plus élevées, les avermectines interagissent également avec d'autres canaux
chlorure, y compris le GABA et les canaux dépendants de la glycine. Ces interactions se
produisent chez les mammifeéres et seraient responsables de la neurotoxicité observée chez les
mammiferes (Bloomquist, 2003 ; Dufaure, 2012 ; Marrs et al., 2012 ;Fent, 2014 ;
Subbanna et al., 2020).

acétylcholine
./ w 111

@ @ Na MNa™| . . .
@ 4Na > Deépolarisation
@ :@"F MNa~™

S
® ®\ aA Cr o

< - cr cr
— N\ S
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Figure 5 : Mode d'action des avermectines (Dufaure, 2012).

I11.5. Toxicité des avermectines

Les signes d’intoxication sont principalement neurologiques. Les organismes exposés
aux avermectines peuvent présenter une depression du systéme nerveux central, une ataxie,
une mydriase, une hypersalivation, une cécité temporaire et/ou des tremblements voire des
convulsions. En raison de la longue demi-vie des avermectines, ces signes peuvent persister

plusieurs jours voire plusieurs semaines (Merola et Eubig, 2018).
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En général, on utilise les pesticides sous forme de spécialités contenant plusieurs
substances, ces préparations sont classées par I'Agence de Protection de I'Environnement
(EPA) comme toxiques de catégorie 1V, c'est-a-dire trés faiblement toxiques. Ceci signifie
que bien que fortement toxiques pour les insectes, les préparations de pesticides contenant de
I'avermectine ne devraient généralement pas avoir d'effet nuisible pour les mammiferes en

mode normal d'utilisation (Rajasekharan et al., 2019).

IV.  Monographie de la plante étudiée: Le Thym commun (Thymus vulgaris L.)
IV.1. Description botanique

C’est une plante aromatique, sous-arbrisseau vivace, a croissance droite qui mesure 10—
30 cm de hauteur avec une base ligneuse. D’une couleur vert blanchatre ou grisatre, trés
aromatique, avec des tiges ligneuses, dressées ou ascendantes, non radicantes, tortueuses, ce
qui forment un petit buisson trés serré. Les feuilles sont de couleur gris-vert, petites,
opposees, oblongues lancéolées a linéaires, et sont parsemées de glandes. Ils mesurent jusqu'a
5-10 mm de long et 0,8-2,5 mm de large avec des marges recourbées (Stahl-Biskup et Saez,
2002 ; Stahl et Venskutonis, 2012 ; Prasanth Reddy et al., 2014 ; Daugan et Abdullah,
2017).

Les fleurs sont de couleur violet clair de 5 mm de long, a deux levres et possedent un
calice glandulaire poilu, portées soit par des bractées foliaires sur les rameaux soit elles sont
trouvé en tétes terminales ovales ou arrondies (Goetz et Ghedira, 2012 ; Stahl-Biskup et
Venskutonis, 2012; Hosseinzadeh et al., 2015). La figure 5 détaille les différentes parties de

cette plante.

Figure 6 : A) Plante B) fleurs C) feuilles D) graines de Thymus vulgaris L. (Patil et al.,
2021).
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IVV.2. Dénominations internationales
Plusieurs dénominations et synonymes ont été attribués au thym des jardins (Goetz et

Ghedira, 2012 ; Braun et Cohen, 2015). Nous citerons quelques exemples:
— Frangcais : thym vulgaire, thym des jardins, farigoule, barigoule, thym commun.
— Anglais: common thyme, garden thyme, culinary thyme, french thyme.
— Espagnol: farigola, tem, timd, tomillo comun.
— Portugais: timo, tomilho, tomilho-vulgar.

— Arabe: saatar, Zaatar, yic 3.

IV.3. systématique

Le Thym appartient a la famille botanique des Lamiacées la plus utilisées comme source
mondiale d’épices et d’extraits a fort pouvoir antioxydant et antibactérien. Elle regroupe entre
200 et 250 genres et entre 3200 et 6500 especes (Sivropoulou et al., 1996). La classification
botanique de I’espéce Thymus vulgaris L. est donnée ci-dessous :
Tableau Il : Classification taxonomique de Thymus vulgaris (Goetz et Ghédira, 2012)

Sous-régne Tracheobionta
Embranchement Magnoliophyta
Sous-embranchement Magnoliophytina
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Thymus

Espéce Thymus vulgaris L.

1V.4. Habitat et répartition géographique
Thymus vulgaris est originaire du sud de I'Europe jusqu'au sud de I'ltalie (Hosseinzadeh

et al., 2015) et il est cultivé dans les pays européens (Reddy et al., 2014). En Afrique, le
thym a été cultivé en Egypte, au Maroc, en Algérie, en Tunisie, en Libye (Stahl-Biskup et
Venskutonis, 2012), au Cameroun (Nkouaya Mbanjo et al., 2007), au Nigéria (Kayode et
Ogunleye, 2008) et en Afrique du Sud (Schmitz, 2015).
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Pour I’Algérie, Quezel et Santa, décrivent 12 especes de Thym dont 9 sont endémiques
a ’Algérie et a ’Afrique du Nord (Spichiger et al., 2004). Le genre Thymus inclut environ
300 espéces a travers le monde dont 11 localisées en Algérie et 9 d’entre elle sont
endémiques. Ces espeéces sont réparties du Nord algérois a I’Atlas saharien, et du
Constantinois a 1’Oranais (Anon, 2003).

La plante pousse bien dans un climat aride et dans des zones non ombragées dans un sol
grossier, rugueux et bien drainé qui ne convient généralement pas a de nombreuses plantes
(Javed et al., 2013).

IV.5. Bienfaits et vertus thérapeutiques de la plante
Thymus vulgaris est utilisé depuis I'Antiquité pour le traitement de différents problémes
de santé. La plante posséde une variété de propriétés biologiques et pharmacologiques (Patil

et al., 2021).

% Traitement de I'intoxication : les études actuelles montrent la présence de composés
comme le thymol et le carvacrol, qui peuvent servir dantidote profond et protéger
conte I'empoisonnement (Baser, 2008 ; Meeran et al., 2017).

% Désinfection et cicatrisation des plaies : la plante est utilisée comme un désinfectant,
un antimicrobien, un guérisseur naturel et un antiseptique. Il a été prouve que
I'extrait aqueux de la plante améliore les fonctions immunomodulatrices (Amir
ghofran et al., 2012 ; Vimalanathan et Hudson, 2014 ; Tian et al., 2019).

% Traitement des maladies de la peau : Thymus vulgaris a été utilisé contre la peste
noire, dans les désinfectants, les bains de bouche et les médicaments contre I'acné. De
plus, plusieurs études ont prouve l'utilisation de cette plante pour le traitement de
problemes de peau comme la dermatite (Stahl et Saez, 2002 ; Basch et al., 2004 ;
Vimalanathan et Hudson, 2014).

% Traitement des maladies d'origine alimentaire : cette plante est utilisée comme un
additif et un conservateur alimentaire, pour lutter contre les agents pathogenes
d'origine alimentaire (Gonelimali et al., 2018 ; Gongalves et al., 2019).

% Traitement des maladies respiratoires : L'extrait de plante entiére est utilisé contre
plusieurs troubles respiratoires, tels que la bronchite, I'asthme, la coqueluche et la
pharyngite. Le thé de Thymus vulgaris L. était largement utilisé pour traiter la toux et
le rhume. De plus, les pousses fleuries ont été utilisées pour traiter le rhume, les

infections pulmonaires et les maux de gorge. Récemment, il a été démontré que
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I’extrait végétal de thym posséde une activité antivirale et anti-inflammatoire
puissantes (Baser, 2008 ; Preedy, 2015 ; Ramalho et al., 2015 ; Li et al., 2019).

% Autres usages traditionnels : La plante possede la capacité de guérir les maladies
gastro-intestinales (traitement des vers chez les enfants). Des études récentes ont
rapporté le role antiparasitaire, antifongique et antihelminthique de thym. En outre,
d’autres rapports ont démontré que le thym a des effets antibactérien,
antispasmodiques anticancéreux, laxatif, et antioxydant puissant (Prasanth et al.,
2014 ; Preedy, 2015 ; Isakakroudi et al., 2018 ; Salehi et al., 2018 ; Li et al., 2019).

IV.6. Précautions d'emploi et effets secondaires

Les effets indésirables du thym commun sont trés rares: allergie de la peau, réaction
d'hypersensibilité, nausées ou douleurs abdominales. A titre de précaution, l'usage du thym est
déconseillé chez les femmes enceintes, celles qui allaitent et les enfants de moins de quatre
ans. Les personnes sous traitement anticoagulant devront veiller a avoir une consommation
relativement faible de thym, afin de limiter les apports de la vitamine K présente dans cette

plante et qui participe au processus de coagulation du sang (Martinez-Gonzalez et al., 2007).

V.  Huile essentielle de Thymus vulgaris

V.1. Production et composition

L’huile essentielle de thymus vulgaris est extraite par I’hydrodistillation des feuilles
fraiches ou séchés. Elle se présente sous forme d’un liquide de couleur jaune a brun-rouge,
odeur agréable amere et chaude et elle est liposoluble. Les HEs de Thymus vulgaris sont
composees par des molécules aromatiques presentant une grande diversité de structure, Les
constituants dépendent de divers facteurs, notamment des conditions climatiques et
environnementales mais qui peut étre aussi d’ordre génétique et saisonnier. On distingue 7
races chimiques ou chémotypes de thym: thymol, carvacrol, linalool, thuyanol, o-terpinéol,
géraniol et p-cymene (Loziene et al., 2007 ; Keefover- Ring et al., 2009 ;Boulade, 2018 ;
Bouguerra, 2019).

Le thym frais est aussi une source importante de vitamine C, et le thym séché est riche en

calcium, manganése et en vitamine K (Daugan et Abdullah, 2017).
V.2. Bienfaits thérapeutiques de I’huile essentielle

L'huile essentielle de Thymus vulgaris L. (HET), posséde un large éventail d'activités

biologiques. Le thymol, le principal composant antibactérien présent dans HET, ne présente
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aucun danger potentiel pour la sécurité animale ou humaine a des niveaux d'ingestion
normaux (Debonne et al., 2018). Il a été rapporté que ces huiles essentielles présentent des
activités  antiseptiques, antibactériennes, antivirales, antioxydantes, antiparasitaires,
antifongiques et insecticides, antalgiques, et régulatrices de ’appétit (Chouhan et al., 2017 ;
Ma et Yao, 2020). Elle est aussi expectorante, astringente, antitussive, vermifuge, tonique et
neurotonique psychique et immuno-stimulante (Hosseinzadeh et al., 2015).

L'application de cette huile essentielle comme additif naturel dans les aliments,
individuellement ou en combinaison avec d'autres traitements, peut étre une alternative au
remplacement des conservateurs synthétiques car ils agissent pour déstabiliser la membrane
lipidique, entrainant la mort bactérienne, en plus de cela, ils peut agir pour neutraliser les

radicaux libres qui agissent dans le processus oxydatif (Pateiro et al., 2018).
V.3. Contre-indications de I’huile essentielle

L’huile essentielle peut étre caustique pour la peau et le systeéme digestif si elle est prise
par voie orale. A forte dose, et pour une administration per os, I’huile essenticlle est
¢galement hépatotoxique. Comme la plupart des Lamiacées, 1’huile essenticlle de Thymus
vulgaris, contient du linalol et du limonéne qui selon le 7éme Amendement de la Directive
Européenne relative aux produits cosmétiques présentant un risque allergique (Boulade,
2018).
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Le présent travail consiste d’une part a étudier les effets toxiques suite a un traitement
par une formulation d’un biopesticide de la famille des avermectines dont la matiére active
est I'abamectine (ABM) sur le foie des lapins males, et d’autre part 1’évaluation de I’effet
protecteur probable de I’huile essentiel de thym suite a cette intoxication.

Notre étude était réalisée au niveau du clapier de la station expérimentale de la Faculté
SNV a I'université de Blida 1, et le laboratoire d’anatomie pathologique de 1’Etablissement
Public Hospitalier EPH Kolea. Notre travail a duré 02 mois, du mois d’avril jusqu’au mois de
juin 2021,

Dans notre étude, nous avons évalué I’hépato-toxicité de I’abamectine par :

% L’étude de I’évolution pondérale des lapins.

% L’étude des variations du poids absolu de foie.

%+ Une étude histologique de foie (coloration H&E).

% Une étude immunohistochimique (IHC) : Marqueur de prolifération alpha
foetoprotéine (AFP) et le marqueur anti-apoptotique Bcl-2 au niveau du foie de

quatre lots d’animaux.
I.1. Materiel
I1.1.1. Materiel biologique
% Materiel animal

Notre étude a été réalisee sur vingt (20) lapins males de souche synthétique (Oryctolagus
cuniculus) provenant de I’institut technique d’élevage d’ITELV de Baba Ali, Alger ; dont le
poids moyen varie entre 2 et 3 kg. lls sont élevés dans des cages métalliques aux conditions
de I’animalerie et regoivent un régime alimentaire standard et équilibré et de I’eau de robinet

pour une consommation a volonté (Annexe 1).

La position taxonomique du lapin (Oryctolagus cuniculus) (figure 6) est la suivante
(Raoufou, 2007):

% Reégne : Animalia

% Classe : Mammiféres
% Super-ordre : Glires
% Ordre : Lagomorphes
% Famille : Léporidés

% Sous-famille : Leporinae
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% Genre : Oryctolagus

% Espece : Oryctolagus cuniculus

Figure 7 : Les lapins de souche synthétique Oryctolagus cuniculus (Photo originale).

< Matiere végétale
La plante utilisée dans ce travail expérimental est une espece médicinale appartenant a
la famille des Lamiacées qui est le Thymus Vulgaris. Elle a été récoltée dans la région de

Hamam Melouane (Blida).

L’huile essenticlle de Thymus vulgaris a été extraite par hydro-distillation en utilisant un
appareillage de type Clevenger. HET a été conservé dans des flacons stériles teintés, a 4°C et
a l’abri de l’aire et de la lumiére pendant toute la durée de notre travail, pour éviter

I’éventuelle contamination.

11.1.2.Matériel non biologique

Les matériels non biologiques utilisés dans 1’étude (verreries, appareillages et réactifs
chimiques) sont présentés dans (Annexe 1, 2, 3 et 4).
1.2.  Méthodes
11.2.1. Protocol expérimental et répartition des lots

Avant d’entamer I’expérience, les lapins ont été soumis & une période d’acclimatation
(15 jours) aux conditions d’habitat et aux manipulateurs (température, hygrométrie,
éclairement, nycthémeére, absence de stress...etc.) pour éviter que ces derniers soient des
facteurs de variation dans notre étude.

Les lapins ont été marqués et répartis en quatre lots de cing lapins chacun (Tableau I11).
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La durée de I’expérimentation est de 21 jours. Durant cette période, les lapins sont traités par

gavage orale quotidiennement (Figure 7).

Tableau 111 : Répartition des lapins par lot
Lot Témoin 5 lapins I’eau distillée a raison de
1ml/kg
Lot Traité par ABM 5 lapins 1ml/kg ABM
Lot Traité par HET 5 lapins 0.5 ml/kg HET
Lot Traité par (ABM + 5 lapins 1ml/kg ABM + 0.5 mi/kg
HET) HET

Figure 8 : technique de gavage (photo originale).

11.2.2. Marquage
Les lapins ont été marqués par un marqueur spécifique, numérotation individuelle sur
l’oreille de chaque lapin (Figure 8). Chaque lot est mis dans une cage métallique avec une

étiquette portant la mention témoin ou traité par abamectine, traité par HET ou traité par

22




Chapitre 11 : Matériel et méthodes

abamectine + huile essentielle de thym.

Figure 9 : Marquage des lapins (photo originale).

11.2.3. Pesée

Les animaux ont été pesés tout au long de la période expérimentale (21 jours) afin de

suivre leurs évolutions pondérales.

Figure 10 : La pesée des lapins (photo originale).

11.2.4. Sacrifice et prélevement du foie

Au 21éme jours de ’expérimentation, les sacrifices sont réalisés par décapitation rapide
sans anesthésie. Ils sont effectués la matinée entre 9h etllh afin d’éviter les variations

hormonales pendant la journée.

Les foies sont prélevés soigneusement et pesés, ils sont ensuite imprégnés dans du
formol a 10% dans des piluliers a prélevement afin de bien les conserver pour I’étude

histologique et I’'immunohistochimique (Figures 10 et 11).
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Figure 12 : La pesée du foie (photo originale).
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11.2.5. Etude histologique
L’analyse histologique a été réalisée selon la technique proposée par (Martoja, 1967).

11.2.5.1. Fixation des échantillons

Cette étape est trés importante car une mauvaise fixation aura pour conséquence la perte
de I’organe. La fixation consiste a protéger les tissus prélevés de toute hydrolyse due a la
libération des enzymes contenues dans les lysosomes. Elle permet de préserver les structures

tissulaires dans un état aussi proche que possible de I’état vivant.

Apres la décapitation des lapins, 1’organe cible est prélevé, débarrassé de leurs tissus
adipeux, pesé, coupé et mis dans un pilulier contenant du formol a 10%, il permet de durcir

I’échantillon sans pour autant ’abimer.

Ensuite, le foie est coupé en petits fragments et déposes dans des cassettes en plastique

sur lesquelles sont inscrits le nom du produit, I’état de 1’animal et I’organe (Annexe 3).
11.2.5.2. Circulation (Automate)

Cette étape a été réalisée a ’aide d’un automate réglé sur un cycle de 23h. La circulation
comprend trois étapes : la déshydratation, 1’éclaircissement et I’imprégnation. Elle consiste a
débarrasser le tissu de 1’eau qu’il contient dans le but de préparer la pénétration de la paraffine
non miscible a ’eau aux différents tissus de la piece, les échantillons doivent étre alors
complétement déshydratés avant I’inclusion dans la paraffine. Cette derniere n'est pas non
plus soluble dans I'alcool utilisé pour la deshydratation, on assiste donc a une substitution par

le xylene (Annexe 3).

% Déshydratation : Passage successif des cassettes (contenant les coupes du foie) dans
six bains d’alcool (éthanol) a titrage croissant de 70%, 80%, 95%, 100% et a 110%
pendant deux heures chacun, pour réaliser une déshydratation en douceur et non

brutale qui risque de rétracter les cellules du foie.

K/
*

Eclaircissement : Permet d’éliminer toute trace d’alcool et préparé les tissus a la
pénétration de la paraffine. Il est effectué dans trois bains de xyléne pendant deux

heures chacun.

K/

% Imprégnation : Elle constitue 1’étape finale de la circulation. Les cassettes sont
imprégnées dans deux bains successifs de paraffine pure fondue pendant deux heures

chacun, pour I’élimination du xyléne.
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11.2.5.3. Enrobage (inclusion)

L’enrobage consiste a préparer un bloc de paraffine dans lequel on introduit le tissu ou
I’organe, en utilisant des moules en métal et des cassettes en plastique. Les fragments ont été
placés au centre des moules préalablement enrobés de paraffine fondue, puis laissés gélifier
quelques secondes. Les moules ont été ensuite recouverts par des cassettes initialement
référencées, puis enrobés une deuxieme fois et laissés gélifier jusqu’a I’obtention de blocs

dures en utilisant une plaque réfrigérante (Annexe 3).

Cette étape a pour but de faciliter la réalisation des coupes, mais aussi de conserver
I’échantillon a long terme, permettant ainsi de conserver les rapports architecturaux des
structures les unes par rapport aux autres et de lui fournir un support externe a la fois pendant

et apres la coupe.
11.2.5.4. Confection des coupes (microtome)

L’opération s’effectue a I’aide d’un microtome rotatif. Tout d’abord, install¢ le bloc sur
le porte bloc du microtome qui est réglé a 20 um a fin d’éliminer le surplus de la paraffine.
Lorsque la piece apparait dans le plan de coupes, on raméne 1’échelle entre 2 et 3 um pour

obtenir des coupes fines sous forme de rubans (Annexe 3).
11.2.5.5. Etalement des coupes

Le ruban est déposé dans un bain marie de 37 a 40 C°, dans le but d’éviter la formation
des plis et pour détendre le ruban. A I’aide d’un diamant, les indications de 1’organe sont
gravées sur la lame correspondante, et ensuite elle est plongée perpendiculairement au ruban

pour faciliter son adhésion (Annexe 3).

Les lames portant les coupes de I’organe sont ensuite séchées dans une étuve entre

92.5°C et 100 °C afin de permettre un déparaffinage.
11.2.5.6. Coloration Hématoxyline-Eosine (H&E)

Cette étape est réalisée par I’automate (Annexe 3). C’est une coloration histologique
standard, adoptée en anatomie pathologique. Permettant 1’obtention d’une topographie
générale de I’échantillon, donc la mise en évidence des noyaux et du cytoplasme. Elle se
compose d’un colorant nucléaire, I’hématoxyline de Harris et d’un colorant cytoplasmique,

I’éosine.
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L’hématoxyline de Harris est un colorant basique, qui a une affinité pour les ¢léments

cellulaire acides dits basophiles. Il colore notamment les noyaux en bleu violet, en se fixant

sur les acides nucléiques. Par contre, I’éosine est un colorant acide, qui a une affinité pour les

éléments cellulaires basiques dits éosinophiles. Il colore le cytoplasme en rose et les autres

éléments cellulaires basiques en rose rouge plus ou moins vif selon leur acidophilie.

Le processus de la coloration passe par les étapes suivantes :

Déparaffinage: passage des lames dans un bain de xylene, 20 minutes.
Réhydratation: passage des lames dans trois bains d’éthanol de concentration
décroissante 100 %, 95% et 70%(1min, 30 s, 30 s respectivement). Dans le but de
retirer le xyléne et de le remplacer par de 1’eau.

Ringage: passage des lames dans I’eau courante pour éliminer 1’excés d’éthanol
pendant 10 min, pour préparer le tissu a accepter le colorant (affinité tinctoriale).
Coloration a I’hématoxyline de Harris: passage des lames dans un bain de
I’hématoxyline de Harris pendant 2min, pour colorer les noyaux, puis rincées a 1’eau
courante pour enlever I’excés d’hématoxyline pendant 5 min. Par la suite, effectuer un
passage des lames dans un bain d’ammoniac pendant 15s pour obtention d’une couleur
bleu (Bleuitement), suivi par un ringage a 1’eau courante pendant 5 min.

Coloration a I’éosine: passage des lames dans I’éosine pendant 5 min pour colorer le
cytoplasme en rose.

Rincgage: lavage des lames a 1’eau courante pendant 10 min.

Déshydratation: passage des lames dans un bain d’éthanol de concentration 90%
pendant 30s.

Eclaircissement : laisser les lames dans un bain de xylene pour éclaircir les tissus

pendant 20 min ou plus.

11.2.5.7. Montage

C’est la derniére étape de I’histologie, elle permet une protection mécanique des coupes,

ainsi qu’une protection chimique des colorants.

Apreés I'enlevement des lames de xyléne on fait le montage, on humide un peu la lame par

I'xyléne puis on met un peu de quantité de colle spécifique ('TEUKITT) (Annexe 3) qui permet

de coller bien la lame avec la lamelle et aussi de donner une observation trés clair et
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transparent, puis on met la lamelle, et on presse un peu pour éviter toutes formation de bulles

d’air qui pourrait géner la lecture.

Aprés le montage, I’ensemble lame et lamelles a été par la suite séché a ’air libre. Elles

sont alors prétes a 1’observation microscopique.

11.2.5.8. Observation microscopique

Une fois le protocole est terminé, la préparation tissulaire est maintenant préte a étre
examinée et visualisée a laide d'un microscope photonique (Annexe 3) a différents
grossissements (X40, X100 et X400). Les images obtenues sont prises en photos, enregistrées,

analysees et interprétées afin d’en tirer les conclusions de notre étude.
% Calcul du grossissement final

Le grossissement est calculé¢ en prenant compte du grossissement de 1’objectif et de

I’indice du microscope selon la formule :
Gf=G.oc x G.ob

Gf = grossissement final ; G.oc = grossissement de I'oculaire ; G.ob = grossissement de

I’objectif.
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11.2.6. Etude immunohistochimique (IHC)

L’immunohistochimique est la combinaison de I’immunologie et de I’histochimie. C’est
une technique trés importante et délicate, consiste & mettre en évidence la localisation de
protéines tissulaires, cytoplasmiques, membranaires ou nucléaires, spécifiques pour un type
ou une fonction tissulaire in situ et I’évaluation de leur expression. . Elle est basée sur une
réaction spécifiqgue immunologique de type Ag-Ac permettant la détection des protéines

(antigene) cellulaires au moyen d'anticorps monoclonaux ou polyclonaux.

Le couple anticorps-antigene (anticorps primaire) peut étre visualisé par un anticorps
secondaire conjugué a une enzyme (peroxydase) qui peut catalyser une réaction de production
de couleur visualisable en lumiére blanche du microscope optique (Pluot et al., 2006).

Plusieurs systémes de révelation/ amplification sont utilisé en IHC. Le systéeme avec
polymére est celui utilis¢ dans notre étude. Il s’agit d’une technique en deux étapes,
incubation de D’anticorps primaire dirigé contre l’antigéne d’intérét, puis incubation de
I’anticorps secondaire directement couplé au polymére de type micro polymere sur lequel les

marqueurs sont fixés (Figure 12).

Dans notre étude, I'intérét de I'immunohistochimie est de chercher la présence ou
I’absence des protéines 1’Alpha foetoprotéine et la Bcl-2 dans le parenchyme hépatique

d’Oryctolagus cuniculus.
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Figure 13 : Schéma récapitulatif du principe d’immunohistochimie basé sur la
méthode des Polymeres (Schacht et Kern, 2015).
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11.2.6.1. Réalisation des coupes

La coupe doit étre épaisse jusqu’a 5 um (pour avoir plus de chance de trouver les sites
antigéniques) a ’aide d’un microtome. L’étalement des coupes se fait sur des lames silanisées
qui sont traités électro-statiquement, équilibrés pour assurer 1’adhésion des tissus et réduire le
risque de décollement des coupes hors de la manipulation. Le numéro du bloc et I’anticorps
utilisé sont mentionnés sur la lame a I’aide d’un crayon. Ensuite on séche les lames pendant

une nuit dans 1’étuve comprise entre 40°C et 50°C.

11.2.6.2.Déparaffinage et réhydratation

0,

% Les lames sont mises dans trois bacs de xyléne pur 5 min chacun -> éliminer la
paraffine d’exces.

% Les lames sont mises ensuite dans trois bacs d’alcool absolu pendant 5 min chacun ->
pour la rehydratation.

% Puis, elles sont mises dans deux bacs d’eau distillée 5 min chacun = pour le ringage.

%+ Entre temps on allume le bain marie a 93°C et on prepare la solution de démasquage

TRS a pH 9 (par dilution 1/50éme comme on travaille sur des bacs alors on doit faire

4CC de la solution de démasquage et 200ml d’eau distillée), ensuite la mettre dans le

bain marie.
11.2.6.3.Démasquage antigénique

Le démasquage permet de rendre accessibles les épitopes masqueés naturellement ou suite
a la fixation afin d’assurer la liaison anticorps-antigéne (Shi et al., 2001). Il permet aux
antigenes de retrouver leur conformation protéique initiale et les rend accessibles aux

anticorps.

% Mettre les lames dans le bac qui contient la solution de démasquage et qui se trouve
dans le bain marie

% Cette étape consiste a prétraiter les lames avec une solution de démasquage a pH9
pendant 50 min & 93°C au bain marie, dans le but de démasquer I’antigéne d’intérét
(Bcl-2 et AFP).

% Ensuite sortir les lames du bain marie et laisser refroidir dans la solution de
démasquage soit a température ambiante sur la paillasse pendant 20 min ou bien dans

un bain marie froid pendant 10 min.

32




Chapitre 11 : Matériel et méthodes

% La mise en place des lames dans deux bacs contenants la solution de lavage (TBS :
Tris-Buffered Saline. Elle se compose de 1’eau physiologique plus un tampon, elle
permet d’éliminer les liaisons non spécifiques apreés chaque étape) diluée, 5 min

chacun.

X/

% Préparation de la chambre humide (par une compresse mouillée) afin de déposer les
lames dessus car 1’incubation doit se faire en obscurité et humidité, la lumiere absorbe
la positivité et la chaleur inhibe 1’action des enzymes.

X/

% Aprés séchage des lames, dessiner sur la lame, un cercle autour de la zone fixée avec
le crayon hydrophobe (Dako Pen) pour faciliter le dépot de 1I’Ac primaire en limitant
la zone de diffusion des solutions d’immunohistochimie sur le prélévement et éviter
toute déperdition et contamination des colorations encercler les coupes histologiques a

I’aide d’un Dakopen.
11.2.6.4.Blocage des peroxydases endogénes

%+ Pour réduire la coloration de fond indésirable dans I''HC causée par l'activité de la
peroxydase endogene, la solution de blocage (Peroxide Block) est appliquée sur la
coupe tissulaire. Ce pas est fait avant I'incubation avec I'anticorps primaire.

s L’ajout de la solution de blocage "Peroxide Block" : (peroxydase+ ecau oxygénée
(H202)) sur la zone limitée par le Dako Pen (5-10min) a I’obscurité ou le peroxyde
d'’hydrogene (H202) contenu dans la solution inactive ou empéche l'activité de la
peroxydase endogene.

< Cette étape est suivie par deux lavages successifs avec la solution TBS pendant 5min

chacun.
11.2.6.5.Marquage a I’anticorps primaire

% Le marquage est réalisé en déposant quelques gouttes de I’anticorps primaire (anti
Bcl-2 et anti AFP). Et le laisser par la suite incuber (de 30 min a 45 minutes) a
I’obscurité.

¢+ Effectuer un ringage dans deux bacs de la solution TBS 5 min chacun.
11.2.6.6.Traitement par I’anticorps secondaire

% L’anticorps secondaire utilisé est un anticorps monoclonal d’origine chévre. Il est
couplé a I’enzyme HRP (Horse Radish Peroxidase). C’est un amplificateur pour

visualiser la réaction anticorps antigéne. Il est déposé directement sur la lame.
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% Incubation pendant 30 min a I’obscurité.
% Rincage dans deux bacs de la solution TBS pendant 5 min chacun-> pour éliminer
I’exces de I’'HRP.

11.2.6.7. Révélation (Application de chromogene de la peroxydase)

% Un mélange de substrat buffer avec quelques gouttes de DAB (chromogeéne).

% Pour recouvrir I’échantillon (L’activation enzymatique du chromogeéne génére un
produit de réaction visible au niveau du site antigénique, coloration ou positivité
marron (brune), lorsque le DAB (3,3’-diaminobenzidine) réagit avec la peroxydase).

% L’application de la solution de substrat chromogene de la peroxydase DAB sur chaque
lame.

¢ Incubation pendant 10 minutes maximum.

% Ringage dans deux a trois bacs de la solution TBS pendant 5 min chacun-> pour

¢liminer 1’exces de la solution de substrat chromogéne de la peroxydase DAB.

11.2.6.8. Contre coloration

% Réaliser par immersion du support qui contient les lames dans 1’hématoxyline de
Mayer qui va colorer le noyau en bleu violet.

%+ Mettre en incubation pendant 5 minutes.

¢ Rincer les lames a I’eau de robinet jusqu’a 1’obtention d’une eau claire, puis rincer a

I’eau distillée.

11.2.6.9. Montage aqueux

R/
A X4

Déposer 2 gouttes de faramount aqueous (il s’agit d’une colle) par lame.

X4

Diluer les lamelles dans ’eau distillée.

*,

R/
A X4

Déposer les lamelles sur les lames, bien appuyer afin de chasser les bulles d’air.

Rincer a I’eau distillée.

R/
A X4

e

% Sécher a I’aide d’une compresse stérilisée.

11.2.6.10. Observation microscopique

¢+ Par un microscope photonique a différentes grossissements et ensuite les photos sont

prises, enregistrés, analysées et interprétés.
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II1.1. Résultats

I11.1.1. Evolution pondérale des lapins

Les résultats de la variation du poids corporel des lapins témoins et traités pendant la
période d’expérimentation sont représentés dans la (Figure 13). Nos résultats montrent une
augmentation homogeéne du poids corporel des lapins témoins et ceux traitées par HET et
(ABM + HET). Cependant, une diminution significative de poids corporel moyen de lot des
lapins traités par I’insecticide seul (ABM) en comparaison avec les autres lots a été observée

aprés 21 jours de traitement (p <0.05).

M Poids Initial (J 0)

o
o
o
o
o
o
o
%]
-]
o
o

M Poids Final (J 21)

Témoin Traité ABM Traité HET Traité ABM +
HET

Figure 14 : Evolution pondérale des lapins témoins et traités pendant la période expérimentale.
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I11.1.2. Effet des traitements sur le poids absolu de foie

L’exposition subaigiie a 1’abamectine a provoqué une diminution statistiquement
significative de poids absolu de foie en comparaison avec le lot témoin et les autres lots
traités. Aucune différence significative de poids absolu de foie n’a été observé entre les lapins

témoins et ceux traités par (ABA + HET), (Figure 14).

m Poids absolu de foie

Témoin Traité ABM  Traité HET  Traité ABM
+HET

Figure 15 : Evolution de poids absolu du foie chez les lapins témoins et traités.

I11.1.3. Etude histologique du parenchyme hépatique

L’examen du parenchyme hépatique des lapins traités par I’Abamectine révele certaines
lIésions en comparaison a ceux de foie des lapins de lot témoin et des lots traités et

supplémentés par I’huile essentielle du thym « Thymus vulgaris ».
I11.1.3.1. Histologie du foie témoin

Aprées obtention des coupes histologiques du parenchyme hépatique des lapins témoins,
on observe une organisation du foie normal avec une architecture lobulaire normale qui est
centrée par une veine Centro-lobulaire limitée en périphérie par les espaces portes habituel.
Plusieurs lobules possédant une forme hexagonale marquée par la présence de travées
hépatocytaires, disposées radiairement autour d’une veine Centro-lobulaire. Ces travées sont

séparées par des capillaires sinusoides sous forme d’espace peu colorée. Les hépatocytes
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possédent des noyaux arrondis et sont étroitement serrées les uns contre les autres, autour
d’une veine Centro lobulaire et entre eux des sinusoides et des espaces portes. (Planche 1, 2

et 3).
I11.1.3.2. Histologie du foie traité par ABM

L’examen du parenchyme hépatique des lapines traité par I’ABM, révele une architecture
plus ou moins désorganisée des lobules hépatiques. La structure du cordon hépatique a été
perturbée avec une dilatation des capillaires sinusoides, des espaces portes et aussi au niveau
de la veine Centro-lobulaire. La présence d’une congestion sanguine au niveau de la veine
Centro-lobulaire et aussi au niveau des sinusoides a été notée, ainsi que la vacuolisation des
hépatocytes avec une nécrose hépatocytaire. Des changements pycnotiques ont été observés
dans les noyaux de certains hépatocytes dans les zones de dégénérescence, ainsi la présence

des globules rouges et des cellules de Kupffer dans les sinusoides (Planche 4, 5 et 6).
I11.1.3.3. Histologie du foie traité par HET

On le considére comme un témoin positif, I’aspect structural général du parenchyme
hépatique est maintenu sans Iésions histopathologiques visibles. L’observation des coupes
histologiques du parenchyme hépatique des lapins traité par HET, révele une organisation
histologique d’un foie normal, des lobules hépatiques possédant une forme hexagonale et qui
sont centrées par une veine Centro-lobulaire, la présence des travées hépatocytaires avec un
cytoplasme des hépatocytes dense et des noyaux arrondi, autour d’une veine Centro lobulaire

et entre eux des sinusoides et des espaces portes (Planche 7, 8 et 9).

I11.1.3.4. Histologie du foie traité par ABM et HET

La structure du parenchyme hépatique chez les lapins traités par ABA et ’huile essentiel
de thym (Thymus vulgaris) montre une réorganisation de I’architecture du lobule hépatique
comparable a celle des lapins témoins, avec cependant quelques I€sions a savoir une discréte
congestion sanguine dans la veine Centro-lobulaire et dans les sinusoides. Un infiltrat minime
au niveau des espaces portes et discréte vacuolisation des hépatocytes ont été observeé

(Planche 10, 11 et 12).
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Planche 1 : Histologie du parenchyme hépatique du lapin témoin. Grossissement Gr x 40. Coloration
HE.

Légende : CV : Veine Centro-lobulaire, Lo : Lobule hépatique, EP : Espace porte, C: Cloison.

Planche 2 : Histologie du parenchyme hépatique du lapin témoin. Gr x 100. Coloration HE.

Légende : CV : Veine Centro-lobulaire, EP : Espace porte.
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Planche 3 : Histologie du parenchyme hépatique du lapin témoin. Gr x 400. Coloration HE.

Légende : CV : Veine Centro-lobulaire, TH : Travées Hépatocytaires, Si: Sinusoide, H : Hépatocyte,
CK : Cellule de Kupffer, N : Noyau.
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Planche 6 : Histologie du parenchyme hépatique du lapin trait¢ par ABM. Gr x 400 (A) et (B).
Coloration HE.

Légende : CV : Veine Centro-lobulaire, H : Hépatocyte, Si : sinusoide, CB : Cellule Binucléé, GR :
Globule Rouge, CK : Cellule de Kupffer, VS : Vacuole de Stéatose.
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Planche 7 : Histologie du parenchyme hépatique du lapin traité par HET. Gr x 40. Coloration HE.

Légende : CV : Veine Centro-lobulaire, EP : Espace Porte, C : Cloison, TH : Travées Hépatocytaires,

Lo : Lobule hépatique, Si : sinusoide.

Planche 8 : Histologie du parenchyme hépatique du lapin traité par HET. Gr x 100. Coloration HE.

Légende : CV : Veine Centro-lobulaire, Si : sinusoide, H : Hépatocyte, TR : Triade Portale.
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Planche 9 : Histologie du parenchyme hépatique du lapin traité par HET. Gr x 400 (A) et (B).
Coloration HE.

Légende : CV : Veine Centro-lobulaire, H : Hépatocyte, Si: sinusoide, N : Noyau, TH : Travées
Hépatocytaires, GR : Globule Rouge, CK : Cellule de Kupfter.
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Planche 10 : Histologie du parenchyme hépatique du lapin trait¢ par ABM + HET. Gr x 40. Coloration
HE.

Légende : CV : Veine Centro-lobulaire, C : Cloison, Lo : Lobule hépatique, EP : Espace Porte, TR :

Triade Portale.

Planche 11 : Histologie du parenchyme hépatique du lapin trait¢é par ABM + HET. Gr x 100.
Coloration HE.

Légende : CV : Veine Centro-lobulaire, TH : travées Hépatocytaires, H : Hépatocyte, Si : Sinusoide.
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Planche 12 : Histologie du parenchyme hépatique du lapin trait¢ par ABM + HET. Gr x 400(A) et
(B). Coloration HE.

Légende : CV : Veine Centro-lobulaire, H : Hépatocyte, Si: Sinusoide, CK : Cellule de Kupffer,
GR : Globule Rouge, CB : Cellule Binuclé¢, N : Noyau, TH : Travées Hépatocytaires.
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I11.1.4. Etude immunohistochimique (IHC)

Dans notre étude, nous avons évalué 1’expression immuno-histochimique de deux
biomarqueurs : 1’alpha-foetoprotéine (AFP) et la Bcl-2 au niveau des cellules hépatiques des

lapins témoins et ceux traités.
I11.1.4.1. Expression de Bcl-2
I11.1.4.1.1. Etude immunohistochimique de Bcl-2 du foie des lapins témoins

L’observation a faible grossissement montre une expression positive de la Bcl-2 au
niveau des hépatocytes, les espaces sinusoidales et la veine Centro-lobulaire. Au fort
grossissement, un marquage positif a €té observé au niveau cytoplasmique et membranaire

des hépatocytes (Planche 13 et 14).
111.1.4.1.2. Etude immunohistochimique de Bcl-2 du foie des lapins traités par ABM

L’observation a faible grossissement montre un signal immunohistochimique négatif au
niveau du parenchyme hépatique. Au fort grossissement, un marquage négatif au niveau des

hépatocytes a été noté (Planche 15 et 16).
I11.1.4.1.3. Etude immunohistochimique de Bcl-2 du foie des lapins traités par HET

L’observation a faible grossissement montre une expression positive de la Bcl-2 au
niveau des hépatocytes ainsi qu’au niveau des espaces portes. Au fort grossissement On
observe un marquage au niveau cytoplasmique, membranaire et nucléaire des hépatocytes et

aussi un marquage au niveau des espaces sinusoidales. (Planche 17 et 18).

111.1.4.1.4. Etude immunohistochimique de Bcl-2 du foie des lapins traités par ABM +
HET

L’observation microscopique montre un marquage doublement positif au niveau des
espaces sinusoidales, la veine Centro-lobulaire, les espaces portes et aussi au niveau

cytoplasmique, membranaire et nucléaire des hépatocytes (Planche 19 et 20).
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Planche 13 : IHC Bcl-2 du foie de lapin témoin Gr x 100.

Légende : CV : Veine Centro-lobulaire, EP : Espace Porte.

Planche 14 : IHC Bcl-2 du foie de lapin témoin Gr x 400.

Légende : H : Hépatocyte, Si : Sinusoide.
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Planche 15 : IHC Bcl-2 du foie de lapin traité par I’ABM Gr x 100.

Légende : CV : Congestion vasculaire, EP : Espace Porte, TP : Triade portale.

Planche 16 : IHC Bcl-2 du foie de lapin traité par I’ABM Gr x 400.

Légende : CV : Congestion vasculaire, H : Hépatocyte, Si : Sinusoide.
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Planche 17 : IHC Bcl-2 du foie de lapin traité par ’'HET Gr x 100.

Légende : CV : Veine Centro-lobulaire, C : cloison, EP ; Espace porte.

Planche 17 : IHC Bcl-2 du foie de lapin traité par ’HET Gr x 400.

Légende : H : Hépatocyte, Si : Sinusoide.
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Planche 19 : IHC Bcl-2 du foie de lapin traité par ’ABM + HET Gr x 100.

Légende : CV : Veine Centro-lobulaire, H : Hépatocyte, EP : Espace portale.
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Planche 20 : IHC Bcl-2 du foie de lapin traité par ’ABM + HET Gr x 100.

Légende : CV : Veine Centro-lobulaire, H : Hépatocyte, Si : sinusoide, EP : Espace
portale. TP : Triade Portale.
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I11.1.4.2. Expression d’AFP
111.1.4.2.1. Etude immunohistochimique d’AFP du foie des lapins témoin

L’observation montre une expression faible au presque absente au niveau des
hépatocytes. On observe aussi un marquage au niveau des espaces sinusoidales (Planche 21

et 22).
111.1.4.2.2. Etude immunohistochimique d’AFP du foie des lapins traités par ABM

L’observation montre que D’expression de I’AFP ¢était négative au niveau des
hépatocytes, au fort grossissement on observe un tres faible marquage dans quelque

hépatocytes. (Planche 23 et 24).
111.1.4.2.3. Etude immunohistochimique d’AFP du foie des lapins traités par HET

L’observation a faible grossissement montre un signal immunohistochimique positive de
I’AFP au niveau de la veine Centro-lobulaire, les espaces sinusoidales et les hépatocytes. Au
fort grossissement on observe un immunomarquage positif au niveau membranaire et
cytoplasmique des hépatocytes et aussi un marquage au niveau des espaces sinusoidales.

(Planche 25 et 26).

111.1.4.2.4. Etude immunohistochimique d’AFP du foie des lapins traités par ABM +
HET

L’observation a faible grossissement montre une expression doublement positive de
I’AFP au niveau de la veine Centro-lobulaire, la triade portale et dans les espaces
sinusoidales. Au fort grossissement un marquage positif au niveau membranaire,

cytoplasmique et nucléaires des hépatocytes. (Planche 27 et 28).
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Planche 21 : IHC AFP du foie de lapin témoin Gr x 100.

Légende : CV : Veine Centro-lobulaire, EP ; Espace porte.

Planche 22 : IHC AFP du foie de lapin témoin Gr x 400.

Légende : H : Hépatocyte, Si : sinusoide.
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Planche 23 : IHC AFP du foie de lapin traité par ABM Gr x 100.

Légende : CV ; Veine Centro-lobulaire, TP ; Triade portale, EP ; Espace Porte.

Planche 24 : IHC AFP du foie de lapin traité par ABM Gr x 400.

Légende : CV ; Veine Centro-lobulaire, H : Hépatocyte, Si : Sinusoide, fleche : trés faible
marquage
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Planche 25 : IHC AFP du foie de lapin traité¢ par HET Gr x 100.

Légende : CV ; Veine Centro-lobulaire, EP : Espace porte.

Planche 26 : IHC AFP du foie de lapin traité par HET Gr x 400.

Légende :H : Hépatocyte, Si : Sinusoide.
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IHC AFP du foie de lapin trait

Planche 27

CV ; Veine Centro-lobulaire, TP ; Triade portale, EP : Espace porte.

Légende

ABM + HET Gr x 400.

IHC AFP du foie de lapin traité par I’

.
.

Planche 28

CV : Veine Centro-lobulaire, H : Hépatocyte, Si : Sinusoide.
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I111.2. Discussion

Parmi les altérations causées par les pesticides sur 1’organisme, on observe des dégats
cellulaires et tissulaires souvent irréversibles résultant du stress oxydatif (Le stress oxydatif
(OS) est le déséquilibre entre les molécules oxydantes et anti-oxydantes) lié a 1’exposition aux

pesticides.

De nouvelles recherches sont menées afin de découvrir de nouveaux antioxydants
d'origine naturelle. Dans ce contexte, les plantes aromatiques et médicinales et
particulierement leurs huiles essentielles ont fait ’objet de plusieurs recherches. Parmi ces

plantes, Le genre Thymus qui est largement répandu dans la région méditerranéenne.

Dans la présente étude nous nous sommes intéressés d’une part a étudier les effets toxiques
suite & un traitement par une formulation d’un biopesticide de la famille des avermectines
dont la matiére active est I'abamectine (ABM) sur le foie des lapins males, et d’autre part
I’évaluation de ’effet protecteur probable d’une supplémentation de I’huile essentiel de
thym suite a cette intoxication.

Le foie est souvent la cible principale des effets toxiques des xénobiotiques. La
détoxification des matieres toxiques qui pénetrent dans l'organisme se produit principalement
dans le foie. Par conséquent, le foie peut étre utilisé comme indice de toxicité des

Xénobiotiques.

Nos résultats relatifs a I’évolution pondérale suite au traitement des lapins par ABM ont
fait ressortir a premiere vue, une diminution significative de poids corporels des lapins traité
par ABM par rapport au lot témoin. Ces résultats sont similaires a ceux rapportés par Meligi
et Hassan, (2017) ou les rats qui étaient traités par 1’abamectine ont montré une diminution
significative du poids corporel par rapport aux rats témoins. Le méme résultat a été observé
chez le rat Rattus norvegicus intoxiqué par ’ABM dans I’étude menée par Khaldoun-
Oularbi et al., (2013).

Cette diminution pourrait étre due d’une part a la réduction de la prise alimentaire en
raison de la perte d'appétit des lapins, et d’autre part a I'effet toxique de I'ABM entrainant une
diminution de l'apport et de I'absorption des nutriments par le tractus gastro-intestinal et une

altération de l'efficacité de la conversion alimentaire (Meligi et Hassan, 2017)

Le traitement par ABM et la supplémentation par I’huile essentiel de thym a engendré

une augmentation homogéne du poids corporel en comparant avec le lot témoin. Benourad et
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al., (2014) ont montrés un gain de poids corporel chez des rats traités uniquement par I'huile
essentielle de thym.

Dans la bibliographie, aucune étude traitant I’effet protecteur de I’huile essentiel de thym
Thymus vulgaris chez ’animal suite a une intoxication par ABM n’a été publié. Ce qui nous
empéche de comparer nos résultats concernant la prise de poids corporel, il reste donc a les

confirmer ou les infirmer par des études ultérieures.

Toutefois, une étude récente sur I’effet protecteur de 1’huile essentiel de Thymus vulgaris
suite a une intoxication par un pesticide de la famille des organochlorés « Dicofol» a
enregistré une augmentation du poids corporel chez des rats traités par ce dernier et

supplémenté par I’huile essentiel de thym (Thymus vulgaris) (Benourad et al., 2018).

Des resultats similaires sont rapportés chez des rats intoxiqué par le chlorure
d’aluminium (AICI3) et traité avec I’extrait de thym (Thymus vulgaris) a montré une

amélioration significative du poids corporel (Mokrane et al., 2019).

Concernant le poids du foie, nous remarquons une diminution du poids absolu du foie
chez les lapines traités par ABM en comparaison avec le lot témoin, alors que ce poids a
évolué chez les lapins traités par HET et (ABM + HET) par rapport au groupe traité par
ABM. Des resultats similaires sont rapportés chez des rats intoxiqués par le lambda
cyhalothrine, une diminution du poids de fois absolu chez le lot traité par rapport a celui du

groupe témoin (Fetoui et al., 2009).

Le poids des organes subit également des variations selon le traitement administré. Il
semble que cette diminution du poids du foie peut étre due a la toxicité de I’abamectine et son
élimination par le mécanisme de la détoxification qui a pour siege les hépatocytes, et qui est
riche en ressources énergétique, ce qui permet de puiser les réserves de glycogene stockées au
niveau du foie, et aboutit au fil des semaines de traitement a une diminution de poids de

I’organe chez les lapins (Beebe et al., 2005).

L’examen histologique du parenchyme hépatique chez le lapin traité par ABM pendant
21 jours a révelé une architecture plus ou moins désorganisée des lobules hépatiques, avec
présence d’infiltrat polymorphe au niveau des espaces portes, une dilatation sinusoidale, ainsi
qu'une dégénérescence cellulaire. Plusieurs auteurs ont montrés des altérations histologiques

similaires du foie chez le rat intoxiqué par I’abamectine (Khaldoun-Oularbi et al., 2013 ;
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Radi et al., 2020). D’autres résultats similaires ont été rapporté dans le foie du poisson

intoxiqué par 1’abamectine (Kushwaha et al., 2020).

L’intoxication par ABM peut étre une source des radicaux libres et peut causer des
dommages oxydatifs. Fouzai et al., (2019) ont montré chez des organismes aquatiques, que le
traitement par ABM provoque une génération des radicaux libres et des dommages oxydatifs
des protéines.

Selon Kushwaha et al., (2020), apres une exposition a 'ABM chez les poissons, une
réduction significative des taux des enzymes anti oxydantes peut se produire en raison de la
surproduction de radicaux libres qui entravent le mécanisme de défense des hépatocytes et

entrainent une nécrose.

Plusieurs études expérimentales ont montrées que 1I’exposition aux pesticides peut avoir
des effets néfastes sur le systeme immunitaire car les cellules immunocompétentes secretent
des médiateurs inflammatoire telle que des cytokines, des chimiokines et des especes réactive

de 'oxygeéne (ROS) et des espéces réactive de 1’azote (Gangemi et al., 2016).

Donc, les pesticides generent des especes réactives oxygénées et/ou azotées (ROS / RNS)
qui affecte le niveaux d’antioxydant dans les cellules et provoque un épuisement des
antioxydants et la production de ROS / RNS ; cette condition peut conduit a une inflammation

des organes cibles (Astiz et al., 2012).

Liang et al., (2020) et Radi et al., (2020) ont montré que les cellules détoxifient les
ROS avec un systéme antioxydant pour se protéger des effets nocifs. Cependant, avec une
toxicité ou un temps d'exposition accrus, le systeme antioxydant ne fournit pas une réponse
adéquate. En conséquence, un stress oxydatif se produit dans la cellule, et attaque la structure
moléculaire des biomembranes, les lipoprotéines de la cellule, et perturbe ses fonctions induit

un dysfonctionnement mitochondrial et conduit aussi a la mort cellulaire (apoptose).

Chez les lapins traités par I’avermectine et supplémenté par I’huile essentielle de thym,
I’examen des coupes histologiques révele une réorganisation architecturale de lobule
hépatique. Au forte grossissement, nous avons remarqués une intense activité hépatocytaires,
cette activité pourrait étre expliqué par leffet régénératif de I’huile de thym «Thymus

vulgaris».

Ces résultats corroborent avec ceux de Grespan et al., (2014) dans le foie des souris
traité par I’huile essenticlle de thym suite a une hépato-toxicité induite par le paracétamol,

ceci confirme nos résultats que la Co-administration par HET offre une protection
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significative contre les lésions hépatocytaires.

De plus, nos résultats sont en accord avec ceux de EI-Newary et al., (2017) lors d’une
hépato-toxicité induite par l'alcool chez le rat Et aussi avec ceux de EI-Boshy et al., (2019)
qui ont montré I’effet réparateur de I’extrait de Thym contre le stress oxydatif induit par la

toxicité du plomb dans le foie des rats.

Selon Soliman et al., (2021), une réduction significative de la gravité et de la fréquence
du NaNO?2 dans le parenchyme hépatique lors d’une administration de ’extrait de Thymus

vulgaris a été observée.

Abdollahi et al., (2004) ont montré que le mécanisme de défense de base et le plus
important de l'organisme sont les agents antioxydants. Le terme antioxydant désigne toute
substance qui retarde, previent ou supprime les dommages oxydatifs d'une molécule cible
(Halliwell, 2007).

Il a été établi que l'antioxydant peut améliorer, protéger et eliminer les dommages

oxydatifs d'un organe ou d'une molécule cible (El Shenawy et Al Ghamdi, 2014).

Le systeme antioxydant, impliquant des enzymes antioxydantes, protege les hépatocytes
et le tissu hépatique contre la peroxydation lipidique ou linflammation, empéchant ainsi

I'apparition de dommages hépatiques.

Les composes phytochimiques phénoliques sont considérés comme favorisant une santé
optimale gréce a leurs propriétés antioxydantes et anti-radicalaires. L'extrait de thym est riche
en contenu phénolique et posséde une forte activité de piégeage des radicaux libres (Swayeh
et al., 2014).

Les phénols et les flavonoides sont des composés antioxydants bien connus et capables
de réduire le stress oxydatif (EI-Boshy et al., 2019). En fait, les activités anti-tumorales,
immuno-modulatrices, anti-inflammatoires et antioxydantes des espéces de Thymus sont
principalement attribuées a leurs composes actifs, y compris les sous-produits phénoliques et
flavonoides (EI-Nekeety et al., 2011 ; Kozics et al., 2013 ; Nikoliz et al., 2014 ; Liao et al.,
2015 ; Horvathova et al., 2016 ; Habashy et al., 2018).

Comme mentionné précédemment, les flavonoides ont des propriétés antioxydantes et
sont connus pour agir en chélatant les ions métalliques redox et/ou en arrétant la réaction en
chaine des radicaux libres, et sont impliqués dans la régulation de nombreuses fonctions

cellulaires, y compris la signalisation du cycle cellulaire et la modulation de la voie
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inflammatoire (Flora et al., 2012 ; Gargouri et al., 2017 ; Habashy et al., 2018).

Par conséquent, on suggére que l'activité hépato-protectrice démontrée par I’huile
essentielle Thymus vulgaris dans notre étude peut-étre a cause de ces polyphénols et
flavonoides.

Pour mieux comprendre le mécanisme moléculaire de la toxicité de 1’abamectine ainsi
que le mécanisme probable de I’effet hépato-protecteur de I’huile essentielle de thym, une
étude immunohistochimique a été faite afin d’évaluer ’expression des deux biomarqueurs a
savoir les protéines AFP et Bcl-2 au niveau cellulaire.

Dans notre étude, un immunomarquage de la protéine régulatrice de 1’apoptose Bcl-2 a
été réalisés. Nos résultats ont montré une expression positive chez les témoins et traité par
HET, une forte immuno-expression de Bcl-2 dans le groupe traité par (ABM + HET) et une
immunocoloration négative de la Bcl-2 dans le groupe ABM.

Nos résultats corroborent avec ceux de Kamel et EI Morsy, (2013) qui ont évalué I’effet
hépatoprotecteur du méthylsulfonylméthane contre les Iésions hépatiques aigués induites par
le tétrachlorure de carbone chez le rat ; et ceux de Vedi et Sabina, (2016) qui ont étudié le
potentiel hépatoprotecteur de la withaférine A sur les lésions induites par le bromobenzene
chez des souris albinos suisses. De plus, nos résultats sur I’expression de la Bcl2 chez les
différents lots sont similaires a ceux de Othman et al., (2020) qui ont mené une étude sur les
effets protecteurs de la mélatonine sur I'hépatotoxicité et la néphrotoxicité induites par

I'aluminium chez le rat.

Dans notre étude, nous avons trouvé que le signal immunohistochimique de la Bcl-2 était
négatif dans le foie traité par 'ABM. Il a été précédemment indiqué que les bases
pathologiques de la toxicité de I’ABM sont le stress oxydatif et I'apoptose. Le stress oxydatif
semble étre le dénominateur commun conduisant a des dommages aux lipides de la membrane
cellulaire, a 'ADN et aux protéines, ainsi qu'a la modulation des enzymes antioxydantes. Les
ROS sont, en raison de leur réactivité élevée (par exemple, la formation de radicaux
hydroxyles), susceptibles de causer des dommages a tout type de molécule dans la cellule
(Vedi et Sabina, 2016).

Sachant que cette protéine (Bcl-2) permet la survie cellulaire et est associée aux
membranes, elle se localise de fagon prédominante au niveau des mitochondries, au niveau de
I’enveloppe nucléaire et au niveau de la membrane du réticulum endoplasmique. A cause des

dommages induites par ce biopesticide (ABM) il y’avait 1’arrét de la synthése de la Bcl-2
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(Expression de la Bcl-2 est négative). Donc il y’avait un déséquilibre entre les protéines anti-
apoptotiques et les pro-apoptotiques c’est-a-dire une surexpression des protéines pro-

apoptotiques ce qui favorise 1’apoptose.

Nos résultats de ’effet de HET sur l'expression de la protéine Bcl-2 révélent un
marquage doublement positif. En effet, 'HET contient des substances bioactives possédante
un pouvoir antioxydant trés fort qui jouent un réle dans 1’élimination des dommages
oxydatifs. Donc, 'HET protége le fonctionnement normal de la cellule et active I’expression
de la Bcl-2 qui joue un réle crucial dans la régulation de la mort cellulaire apoptotique. La
Bcl2 est une protéine anti-apoptotique qui inhibe l'apoptose en arrétant la dépolarisation de la
membrane mitochondriale et supprime l'activité des caspases en empéchant les décharges de
cytochrome C de la matrice mitochondriale et/ou en se liant au facteur d'activation de
I'apoptose (Othman et al., 2020).

Dans notre étude, la Bcl-2 était significativement diminuée dans le groupe traité par
I’ABM. L'apoptose peut également survenir apres une intoxication par ABM en raison de
I'induction d'un stress oxydatif, qui provoque un dysfonctionnement mitochondrial et
l'activation des proteines pro-apoptotiques. Cependant, le traitement a I'HET a
significativement augmenté 1’expression de la Bcl-2. Ces résultats ont montré que I'HET
pouvait favoriser ’expression de Bcl-2 donc la capacité de réduire I'apoptose induite par

I’ABM et la régénération cellulaire.

Dans notre étude un autre immunomarquage par la protéine de prolifération AFP a été
réalisé, les résultats ont montré que I’'immunoexpression d’AFP dans le foie des lapins
témoins était faible, positif chez le groupe traité par HET tandis que dans le groupe traité par
ABM une expression négative a été notée. Dans le groupe traité par ’ABM + HET, un

marquage fortement positif a I’anticorps AFP a été observe.

Nos résultats corroborent avec ceux de Abd El Aziz et Metwally, (2012) qui ont fait une
étude pour évaluer I’effet de la thérapie par les cellules souches sur les lésions hépatiques

induites par I'amiodarone chez les rats albinos.

L'AFP est la protéine plasmatique la plus abondante pendant la période feetale. Elle est
exprimé a un taux ¢élevé dans le sac vitellin, le foie feetal et dans une moindre mesure dans
l'intestin feetal. La synthese de I’AFP chute de fagon marquée peu de temps aprés la

naissance, de petites quantités d'AFP continuent a étre produites chez I'adulte. La fonction de
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I'AFP est inconnue, mais des études récentes suggérent la possibilité qu'elle puisse influencer
la prolifération et la croissance cellulaire (Tomasi, 1977). L'expression de I'AFP peut étre
reprise dans certaines conditions physiopathologiques, telles que la régénération du foie aprés
une exposition a un xénobiotique (Roncero et al., 1998).

Dans notre étude, nous avons trouvé un marquage négatif de I’AFP dans le groupe traité
par ’ABM, cela signifie qu’il n’y a pas une expression de I’AFP dans le foie traité c’est-a-

dire I’ABM a stoppé la prolifération cellulaire.

On sait que 'ABM déclenche un stress oxydatif et I’apoptose et il perturbe le
fonctionnement normal de la cellule, donc la cellule peut perdre sa capacité de proliférer.

C’est pour cela qu’on a trouvé précédemment que le poids du foie traité a été diminué.

Par conséquent, nous avons explore l'effet d’ABM + HET sur l'expression de la protéine
AFP, nous avons trouvé un marquage doublement positif. Une augmentation modérée de
I'expression du gene AFP a été observée dans le foie au cours de la régénération, ce qui
pourrait étre attribué a des cycles réplicatifs. HET a reduit le stress oxydatif par ces
antioxydants donc elle donne au foie la capacité de se régénérer et aux cellules de se

proliférer.

On sait que Le foie possede la capacité de maintenir son parenchyme lors du
renouvellement normal des cellules hépatiques ou de restaurer sa masse cellulaire lors de la
régenération en faisant passer les hépatocytes adultes d'un état de repos a un état de
prolifération. Il est maintenant prouvé que dans certaines conditions dans lesquelles la
capacité de prolifération des hépatocytes adultes normaux est bloquée, par exemple, lors de
dommages graves causés par des agents hépatotoxiques, des populations de cellules souches
(cellules ovales) sont également impliquées pour remplacer la masse hépatique perdue (Oh et
al., 2002 ; Yin et al., 2002).

Les cellules ovales présentent de nombreuses caractéristiques des hépatoblastes, qui sont
des précurseurs hépatiques foetaux. Elles ont aussi la capacité de différencier en hépatocytes
ou en cellules biliaires et peuvent créer une voie de secours pour la régénération du foie qui se

trouve en place quand la capacité proliférative des hépatocytes est altérée.

Au cours de la prolifération des progéniteurs des voies biliaires (cellules ovales), ces

cellules atteindront un niveau de cyto-différenciation avec réactivation des génes foetaux. Une
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synthese d'AFP importante par les cellules ovales signale alors un certain degré de rétro-
différenciation (inversion de I'ontogénie) et un potentiel de tige.

Donc on pense que I'AFP est sécrétée par les cellules ovales, mais pas les hépatocytes
matures, car les cellules ovales exprime I'AFP et sont les principales cellules impliquées dans
la régénération (Kakisaka et al., 2015).

Pour conclure, le biopesticide (ABM) a un effet hépatotoxique qui pourrait étre due par
I’induction du stress oxydatif et le déclenchement de 1’apoptose ce qui induit a un
dysfonctionnement et une perte cellulaire alors que 1’huile essentielle de thym a la capacité
de réparer cet toxicité a ’aide de son pouvoir antioxydant et anti-apoptotique donc elle réduit
les dommages cellulaire et favorise la régénération hépatique en activant la prolifération

cellulaire.
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Conclusion et Perspective

Au cours des derniéres années 1’utilisation des pesticides s’est amplifiée pour protéger les
cultures des different ravageurs. Mais I’exposition chronique aux pesticides peut avoir un
impact négatif sur la santé humaine. De nos jours, I'usage des plantes médicinales, a des fins
préventives et thérapeutiques, est largement considérée comme atténuant les effets délétéres
des molécules xénobiotiques telle que les pesticides.

A travers cette étude, nous avons montré I’effet protecteur de I’huile essentielle de thym

sur I’hépato-toxicité induite par 1’abamectine chez le lapin male.

D’apres les résultats obtenus, il s’avére que I’abamectine entraine une perte du poids
corporel, une diminution du poids absolue de foie, ainsi qu’une désorganisation du
parenchyme hépatique qui se traduit par des lésions histologiques a savoir, la présence
d’infiltrat inflammatoire, congestion des veines Centro-lobulaires, des dilatations des
sinusoides, des veines contra-lobulaires et des espaces portes. Nous avons egalement
remarqués que la supplémentation en HET a restaurée les Iésions histologiques provoquées
par ’ABM.

De plus, ’examen immunohistochimique montre un immunomarquage cytoplasmique,
membranaire et /ou nucléaire positive de 1’expression des protéines AFP et Bcl-2, chez les
groupes témoin, traité par HET, et traité par ABM + HET, alors que une expression négative a

été observé dans le groupe traité par I’ABM.

Nos résultats histopathologique et immunohistochimique confirment I’effet protecteur de
I’huile essentielle de Thymus vulgaris contre I’hépato-toxicité induite par I’abarmectine chez

le lapin male.

La présente étude ouvre a d’autres expérimentations, pour mieux approfondir 1’effet

protecteur et améliorant de I’huile essentielle de thym a différents niveau de 1’organisme.
En perspective, il sera intéressant :

% D’avoir un nombre d’animaux plus large et une période d’expérimentation plus
étendue.

¢ Tester d’autres doses de I’insecticide et réaliser des études de toxicité chronique pour
mettre en évidence les effets toxiques a long terme.

s Explorer les marqueurs de stress oxydatif tel que le super oxyde dismutase le

glutathions transférase et réductase la catalase et la malonaladéhyde.
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% D’évaluer I’expression d’autres anticorps comme la K167, P53 et Bax.
% Renforcer cette étude par la réalisation d’une étude bioinformatique de la Bcl-2 et de

I’AFP.

% Etudier l’effet toxique de I’abamectine sur d’autres fonctions physiologiques,
notamment le systéme endocrinien, le systéme nerveux centrale ainsi la fonction

rénale et reproductive.
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	De plus, nos résultats sont en accord avec ceux de El-Newary et al., (2017) lors d’une hépato-toxicité induite par l'alcool chez le rat Et aussi avec ceux de El-Boshy et al., (2019) qui ont montré l’effet réparateur de l’extrait de Thym contre le stre...
	Selon Soliman et al., (2021), une réduction significative de la gravité et de la fréquence du NaNO2 dans le parenchyme hépatique lors d’une administration de l’extrait de Thymus vulgaris a été observée.
	Abdollahi et al., (2004) ont montré que le mécanisme de défense de base et le plus important de l'organisme sont les agents antioxydants. Le terme antioxydant désigne toute substance qui retarde, prévient ou supprime les dommages oxydatifs d'une moléc...
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	Le système antioxydant, impliquant des enzymes antioxydantes, protège les hépatocytes et le tissu hépatique contre la peroxydation lipidique ou l'inflammation, empêchant ainsi l'apparition de dommages hépatiques.
	Les composés phytochimiques phénoliques sont considérés comme favorisant une santé optimale grâce à leurs propriétés antioxydantes et anti-radicalaires. L'extrait de thym est riche en contenu phénolique et possède une forte activité de piégeage des ra...
	Les phénols et les flavonoïdes sont des composés antioxydants bien connus et capables de réduire le stress oxydatif (El-Boshy et al., 2019). En fait, les activités anti-tumorales, immuno-modulatrices, anti-inflammatoires et antioxydantes des espèces d...
	Comme mentionné précédemment, les flavonoïdes ont des propriétés antioxydantes et sont connus pour agir en chélatant les ions métalliques redox et/ou en arrêtant la réaction en chaîne des radicaux libres, et sont impliqués dans la régulation de nombre...
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	Pour mieux comprendre le mécanisme moléculaire de la toxicité de l’abamectine ainsi que le mécanisme probable de l’effet hépato-protecteur de l’huile essentielle de thym, une étude immunohistochimique a été faite afin d’évaluer l’expression des deux b...

