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Résumé

La recherche de la toxicité de I’insecticide acétamipride (ACE) chez les mammiferes au
niveau des différents tissus a fait ’objet de plusieurs études. Dans le présent travail, nous
cherchons a étudier la toxicité de I’ACE par voie orale (1/20 DL50, soit 10 mg/kg/jour) sur la
structure cellulaires de la neurohypophyse (NH) chez des rats males Wistar, ainsi que de
déterminer le role potentiel des grains de brocoli en tant qu’approche thérapeutique. Vingt-
neuf rats wistar males adultes ont été répartis en quatre groupes : un lot témoin négatif et autre
positif, un lot traité par I’ACE, un lot traité par I’ ACE avec supplémentation en grains de
brocoli, pendant 37 jours. A la fin de I’expérimentation, les résultats obtenus ont montré une
augmentation notable de poids chez tous les groupes des rats qui est statistiquement
significative seulement chez les rats traités par 1’ ACE avec supplément en grains de brocoli.
L’étude histologique de la NH a révélé des modifications structurelles chez les rats exposés a
I’ACE, présente une désorganisation cellulaire avec une hypertrophie des pituicytes. Tandis
que, le supplément en grains de brocoli chez les rats traités par I’ ACE peut favoriser la
régénération de 1’organisation des tissus. Nos résultats issu d’immunomarquage par les
marqueurs cellulaire et moléculaires cible 1’anti-CD68, anti-GFAP et anti-P53 confirmer la
présence d’une inflammation réponse au stress toxique induit par I’ACE et I’effet préventif
des gains de brocoli. En conclusion, ces résultats soulignent la nécessité de controler 1’usage
de I’ACE en raison de son effet toxique sur la structure de la NH, suggerent que les graines de
brocoli semblent une stratégie naturelle efficace qui préserver 1’intégrité tissulaire contre les

produits toxiques.

Mots-clés : Acétamipride, Neurohypophyse, rats wistar, Grains de brocoli, histologie,

Immunohistochimie.



Abstract

The investigation of the toxicity of the insecticide acetamiprid (ACE) in mammals has been
the focus of numerous studies, particularly concerning its effects on various tissues. The
present study aimed to evaluate the oral toxicity of ACE (1/20 of the LD50, i.e., 10
mg/kg/day) on the celles structural integrity of the neurohypophysis (NH) in adult male
Wistar rats, and to assess the potential protective role of broccoli seeds as a therapeutic
strategy. A total of twenty-nine adult male Wistar rats were randomly divided into four
groups: a negative control group, a positive control group, an ACE-treated group, and an
ACE-treated group supplemented with broccoli seeds. The treatment period lasted 37 days.
The results revealed an increase in body weight across all groups, which was statistically
significant only in the group receiving both ACE and broccoli seed supplementation.
Histological examination of the neurohypophysis demonstrated marked structural alterations
in rats exposed to ACE, characterized by cellular disorganization and pituicytes hypertrophy.
Conversely, supplementation with broccoli seeds in ACE-treated rats appeared to promote the
restoration of normal tissue architecture. Immunohistochemical analysis using cellular and
molecular markers (anti-CD68, anti-GFAP, and anti-P53) confirmed the presence of
inflammation as a response to ACE-induced toxic stress, as well as the protective effects of
broccoli seeds.In conclusion, these findings highlight the potential toxicity of ACE on the
neurohypophysis and suggest that broccoli seeds may represent a promising natural strategy

to preserve tissue integrity against toxic insults.

Key words: Acetamiprid, Neurohypophysis, wistar rat, Broccoli seeds, histology

Immunohistochemistry.
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Introduction



Les néonicocotinoides constituent aujourd’hui la classe d’insecticides la plus utilisée
mondialement, en particuliére par enrobage des semences pour la protection des cultures.
Permis ces insecticides, 1’acétamépride (ACE) le plus utilisé en Algérie par les agriculteurs
gréce a son bon rapport qualité/prix. Il offre des avantages dans les activités agricoles pour
contréler remarquablement les insectes, notamment les pucerons et les moustiques, qui causent
des dégats a un grand nombre de cultures telles que le Cotton et le Chou (Jeschk et al., 2011).
Cependant, son utilisation doit étre contr6ler, il est considéré comme un facteur de risque
important pour 1’environnement et ’homme en raison de sa toxicité. Plusieurs études
expérimentales ont montré que 1’acétamipride , présente une toxicité non seulement chez les
insectes mais également, des symptomes immunotoxiques, néphrotoxiques, neurotoxiques et
hépatotoxiques sont observés chez les mammiferes (Sandrock et al., 2014 ; Raj and Joseph,
2015 ; Saadi et al., 2019 ; Shamsi et al., 2021).

Chez les insectes, 1’acétamipride bloque leurs récepteurs nicotiniques, ce qui les paralyse
et les éliminent (Delauney et al., 2010). Chez les mammiferes, L’acetamipride traverse la barriére
hémato-encéphalique et agit comme agoniste des récepteurs nicotiniques de 1’acétylcholine
(nAChR), perturbant la neurotransmission cholinergique et induisant un stress oxydatif neuronal.
Cette perturbation du systeme cholinergique est susceptible d’entrainer des déséquilibres
métaboliques intracellulaires, favorisant I’activation de voies pro-inflammatoires et la production
de radicaux libres, ce qui pourrait compromettre la viabilité neuronale et gliale (Terayama et al.,
2016 ; Albrakati, 2024). La neurohypophyse (NH), riche, en cellules gliales (pituicytes), axones
neuronale et capillaires fenestrés, peut étre particulierement sensible a ces perturbations, en

réponse a un stress toxique.

Face a ce risque neurotoxique, les composés bioactifs du brocoli ont suscité un intérét

croissant. Les graines de brocoli (Brassica oleracea var. italica) présentent un puissant pouvoir

anti-inflammatoire et antioxydant, par ses différents composants, telle que sulforaphane,
flavonoides, caroténoides et autres phytonutriments (Fahey et al., 2025). Ces composés sont
capables de franchir la barriere hémato-encéphalique et de moduler les réponses neuro-immunes
centrales, ce qui leur conféere un potentiel neuroprotecteur significatif. Ces propriétés suggerent
que le brocoli pourrait atténuer les altérations neurotoxiques induites par des pesticides comme
I’ACE



Introduction

En absence de données précises sur 1’axe hypothalamo-neurohypophysaire, la présente
étude se focalise sur 1’évaluation des effets de 1’ ACE sur la neurohypophyse des rats adultes et sur
le réle potentiel de protection conféré par les graines de brocoli. La NH, lobe postérieur de
I’hypophyse, sécréte les neurohormones hypothalamiques (vasopressine, ocytocine) et joue un role
clé dans I’homéostasie (Fahey et al., 2025). Nous examinerons I’impact d’une exposition par voie
orale de 1/20DL50 de I’ACE, avec ou sans supplément en graines de brocoli, sur la structure

histologique de la NH et I’expression de marqueurs moléculaires.

L’objectif de notre travail est d’étudier I’'impact de 1’acétamipride sur la structure
cellulaires et la fonction de la neurohypophyse, ainsi que d’évaluer si les composants
phytochimiqgues du brocoli peuvent offrir un effet protecteur contre les altérations induites par cette

exposition.

Notre travail comporte trois chapitres. Dans le premier, nous rapportons des rappels

bibliographiques sur 1’insecticide acétamipride, sa toxicité et des géneéralités sur Brassica oleracea

var. italica et la neurohypophyses. Dans la deuxieme partie nous décrivons le matériel et les
techniques utilisés. Les résultats obtenus sont rapportés et discutés dans la troisieme partie et on

terminera par une conclusion et des perspectives.
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I.GENERALITES SUR L’ACETAMIPRIDE

I.1Définition et domaines d’utilisation

L’acétamipride (ACE) fait partie des sept insecticides néonicotinoides qui ont été
exploitées depuis leur introduction sur le marché dans les années 90 (Elbert et al., 1991). Il est
classé dans la nouvelle classe des chloronicotines (c.a.d. insecticides chloré dérive de la nicotine)
des pesticides systémiques a large spectre, un composé chimique utilisé pour éliminer les insectes

nuisibles dans les cultures agricoles et les espaces verts (Jeschke et Nauen, 2010).

L’acitamipride est la matiére active la plus utilisée pour améliorer la productivité et pour
la protection phytosanitaire de 1’élevage et de la péche (Delauney et al., 2010). Utilisée
efficacement pour la protection des cultures dans les travaux agricoles,vise a lutter contre les
hémiptéres, principalement les pucerons, les thysanoptéres et 1épidoptéres (Mateu-Sanchez et al.,
2003).L’ACE est largement utilisé pour contrdler les infections fongiques des cultures (Rasgele et
al., 2015), et pour lutter les puces(Tomizawa and Casida, 2003) et les insectes des feuilles, des
Iégumes, des fruits, les arbres fruitiers, le riz et des plantes ornementales(Saha et al., 2017 ; Moore
et al., 2021).

1.2 Caractéristiques physico-chimique de ’acétamiprid

L’acétamipride ou (E)-N-1- [(6- chloro-3-pyridyl) méthyl] -N-2-cyano-N-1-methyl, un
néonicotinoides de type cyanoamidine, est une substance soluble dans I’eau ainsi que dans divers
solvants organiques, mais il ne s'évapore pas facilement.L’acétamipride est difficilement

hydrolysable a un pH physiologique compris entre 4et 7 (Zoumenou et al., 2015).

Le tableau ci-dessous présente les caractéristiques physicochimiques et réglementaires de

I’acétamipride.
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Tableau I : Les principales caractéristiques physicochimiques de I’acétamipride
(Jeschke et al., 2011 ; Testud, 2014).

Propriété

Résultat

Etat physique et couleur

Poudre blanche , blanc cassé , bleu

Odeur Inodore
Formule chimique Cio0H11CIN;
Structure chimique — T
(=] ) -CHzN ) _CHy
N c
N—oN

Nom chimique

(E)-N-[(6-Chloro-3-pyridyl)methyl]-N'-cyano-N-

méthyléthanimid

Famille chimique

Chloronicotiniles (néonicotinoides)

Solubilité

Soluble dans I’eau (2,5 g/L a 25°C) et dans les

solvants organiques ; hydrosoluble (3 a 4 g/L selon
pH)

Tension de vapeur

<1lpPaa2s°C

pH

Entre4 et7

Persistance d’action

Demi-vie dans le sol entre 1 et 8 jours

Délai avant récolte

3 a14 jours selon le type de culture

Partage octanol/eau

Faible liaison & la matiére organique, donc faible

potentiel de bioaccumulation

Dose Journaliere Admissible (DJA)

70 pg/kg/jour pour I’homme

Dose journaliére (approche réglementaire)

0,07 mg/kg/jour

DLso (rat)

195 mg/kg par voie orale ; > 2000 mg/kg par voie
dermique

Teneurs max en résidus dans les denrées

0,01 a 5 mg/kg selon le type de culture

Organes cibles

Systéme nerveux central (SNC) : ataxie,

tremblements ; Foie : hypertrophie centro-lobulaire

NOAEL (dose sans effet nocif observeé)

7 mg/kg/jour




Chapitre | Rappels bibliographiques

1.3 Mode d’action

L’acétamipride posséde une forte affinité pour les récepteurs nicotiniques de
I'acétylcholine (NAChR). Chez les mammiféres, les (NAChR) sont présents dans le systéme
nerveux périphérique et central, ou ils jouent un role clé dans la transmission des signaux
nerveux, notamment en induisant la contraction des muscles squelettiques. Les nAChR sont
également exprimés dans divers types cellulaires, notamment les cellules épithéliales
bronchiques, les cellules endothéliales, les lymphocytes, les kératinocytes, les cellules ciliées
cochléaires et les cellules chromaffines (Yamamoto and Casida, 1999 ; Kumar and Meizel,
2005). Chez les insectes, ces récepteurs se retrouvent sur les neurones du systéme nerveux central
(Iwasa et al., 2004).

Les insecticides néonicotinoides ont la capacité de se lier aux nAChR et imitent I'action
de l'acétylcholine (Fig.01) par I'ouverture des canaux ioniques qui permettent I'entrée de Na+ et
Ca2+ et la sortie de K* (Tomizawa and Casida, 2001 ; EFSA, 2013). L’activation de nAChRs
se traduit souvent par une augmentation de Ca2+ libre intracellulaire (Zoumenou et al., 2015),
ce qui favorise la libération accrue de neurotransmetteurs majeurs tels que la dopamine, la
sérotonine, le glutamate et le GABA, contribuant ainsi a des effets neurotoxiques notables (Taly
et al., 2009). Lorsque les récepteurs sont suractivés, cela peut conduire a une inhibition prolongée
de la transmission synaptique, entrainant un blocage neuromusculaire, et une paralysie mortelle
(Zoumenou et al., 2015).

(A) Acetylcholine (B) Neonicotinoid

Na’F = s AChE
nAChRs\ nachrs N A

ACh iy neonicotinoid

(1] ?Q Cell
i membrane

Active

Cell  {{}1T]
imembrane |||

Active Inactive

Figure 01 : La régulation des récepteurs nicotiniques de I’acétylcholine en présence

d'acétylcholine ou de néonicotinoides (Chang et al., 2013).
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1.4 Toxicocénitique

1.4.1 Absorption : Lors de l'ingestion orale, I'ACE est absorbé rapidement, avec une

concentration maximale dans le sang étant atteint dans environ 2-3 heures (Mattock, 2005), a

prés de 100 % dans le tractus intestinal (Brunet et al., 2008).

1.4.2 Distribution : La distribution digestive est rapide et compléte grace a la nature

lipophilique de I’ACE qui facilite leur passage de toutes les barricres biologiques. La barricre

hématoméningée des mammiféres est trés peu perméable au 1’acetamipride (Gasmi, 2018).

Cet insecticide est largement distribué dans les tissus avec des concentrations plus élevées étant

trouvés dans la glande surrénale, le foie et les reins apres administration orale chez le rat

(Mattock, 2005).

1.4.3 Meétabolisme : Communes a 1I’ensemble des molécules, les voies métaboliques

d’ACE passent par les enzymes cytochromes P450 cérébraux. Le principal métabolite conduit

a N-methyl-(6-chloro-3-pyridyl)-methylamine, qui est conjugué au méthyl. L’oxydation

d’ACE produit du N-[(6-chloro-3-pyridyl) methyl] -N-cyanoacetamidine, une voie accessoire

donnerait naissance a du méthylamine (Gasmi, 2018).

>
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Figure 02 : Voie de métabolisme de I’acétamipride dans 1’organisme (Gasmi, 2018).

1.4.4 Elimination : Dans 1’organisme, une fraction de I’ordre de 10% de cet

insecticide est éliminée sous forme inchangée. L’ ACE est converti en methylamine, plus active
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que la molécule mére. [l n’y a pas d’accumulation d’ ACE dans 1’organisme, plus de 90 % d’une
dose orale sont éliminés en moins de 72 heures, la totalité en 96 heures. Les voies urinaire et

fécale sont les principales voies d’élimination pour I’ACE (Fig. 02) (Gasmi, 2018).

1.4.5 Les principales voies d’exposition

v La voie cutanée : Les études animales de toxicité par voie dermique indiguent
qu’elle est vraisemblablement extrémement faible (Gasmi, 2018). Parmi les situations pouvant
mener a une intoxication par la voie cutanée sont le mélange a mains nue, les éclaboussures de
produit sur la peau et dans les yeux. (Abdelaziz and Bencherchali, 2016).

v La voie respiratoire : Négligeable compte tenu de ’absence de volatilité des
molécules d’ACE, dont les tensions de vapeur sont toutes inférieures a 1 Pa a 25°C. Il peut
néanmoins exister une déglutition secondaire de microgouttelettes d’aérosols inhalée (Gasmi,
2018). La voie respiratoire constitue la voie d’intoxication la plus rapide et la plus directe
(Abdelaziz and Bencherchali, 2016).

v La voie orale : L’ACE est fortement toxique par voie orale. La contamination de
la voie gastro-intestinale se produit principalement par un contact de la bouche avec les mains

contaminées (Abdelaziz and Bencherchali, 2016).

L.5 Toxicité de I’acétamipride
L’acétamipride a une large gamme d'influence sur les fonctions physiologiques chez les
mammiferes présentant une toxicité aigué et chronique. Cette toxicité reste inférieure a ce qu'elle

est pour les insectes (Tomizawa et Casida, 2005 ; Jeschke et al., 2011).

Chez les humains, les manifestations cliniques d'empoisonnement aigu d'’ACE apres
inhalation incluent des vomissements, I’hypotension, la tachycardie, le coma (Chen et al., 2014).
L'inhalation des poussi¢res d’ACE fait apparaitre une irritation de bouche et des poumons avec
hyperséecrétion bronchique (Woodcock et al., 2016). Plusieurs études ont considéré 1° ACE
comme un perturbateur endocrinien principalement au niveau de la thyroide (Michel, 2015), et

suspecte des effets sur la reproduction chez les animaux (Jeschke et al., 2011 ; Chen et al., 2014).

En outre, des études sur les animaux ont montré des signes cliniques de neurotoxicité,
conduise a des anomalies morphologiques du développement cérébral et des troubles du
comportement chez les mammiféres (Guedegba et al., 2019). Lorsque le taux d’un insecticide

organophosphoré, est élevé chez la femme enceinte, le développement de fonctions cognitives de

7
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I’enfant est altéré et cela est associé a des altérations anatomiques observées par imagerie cérébrale
(Juricek et Coumoul , 2014).

L’exposition a I’ACE au stade de développement réduit le nombre des cellules nerveuses,
ce qui contribue a des déficits neurocomportementaux, et engendre un changement transcriptionel
des génes du cycle cellulaire et favorisé 1’apoptose neuronal (Gasmi, 2018).

Des recherches antérieures in vitro, montrent que I'ACE présente une génotoxicité et une
cytotoxicité pour les lymphocytes du sang périphérique humain, ce qui indique que I'ACE peut
induire des dommages a I'ADN (L. et al., 2011).

Il. GENERALITES SUR LA NEUROHYPOPHYSE

I1.1. Organisation générale :

La neurohypophyse constitue 1’un des trois lobes de I1’hypophyse d’origine
neuroectodermique (plancher du 3™ ventricule). La structure histologique de la
neurohypophyse est composée d’un matériel fibrillaire de densité variable, di a la présence
des fibres amyeéliniques et aux terminaisons nerveuses des NMCs issus des différents noyaux
magnocellulaires. Ces derniers, rentrent en contact avec les capillaires sanguins fenestrés
caractérisés par des cellules endothéliales discontinues doublées d’une lame basale. Ces
capillaires sont entourés par des expansions de pituicytes qui sont des cellules gliales
astrocytaires spécifiques et adaptées au neurohypophyse(Hatton, 1988). Les corps de Herring,
dispersées dans le matériel fibrillaire, résultent de 1’accumulation des produits de sécrétion

(L’ ocytocine et/ou vasoprissine) dans les terminaisons dilatées des axones hypothalamiques
(Fig. 3).
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Figure 03 : Organisation histologique du lobe nerveux (Ribadeau et Poirier, 1974)

Il. 1.1Composantes nerveuses de la neurohypophyse

La partie nerveuse de la neurohypophyse est constituée des terminaisons nerveuses (TN)
et des dilatations subterminales (DsT) qui occupent la moitié de son volume (Nordmann et
Morris, 1984). Ces deux structures contiennent une variété des structures membranaires
comprenant des lysosomes, des vacuoles, des mitochondries, des microveésicules et des granules
a « core » dense volume (Nordmann et Morris, 1984).

Les terminaisons nerveuses sont caractérisées par la présence massive de microvésicules
et de mitochondries, de quelques granules denses aux électrons et des ARNm codant pour I’AVP
et ’OT. Elles ont toujours été considérées comme étant les sites actifs de la sécrétion hormonale
car le taux de sécrétion a partir des TN est trois fois plus important que celui a partir des DST
(Lemoullec et al., 1997).

Les dilatations subterminales contiennent trés peu de microvésicules mais sont enrichies
en granules de sécrétion en contact étroit les uns avec les autres (Morris, 1976 ; Toescu and
Morris, 1990). Les granules de sécrétion a « core » dense se divisent en deux populations qui se
distinguent par leurs tailles, leurs PH, leurs densités et leurs localisations. Les granules de haute
densité se localisent au niveau des terminaisons nerveuses et constituent la population des granules
préts a la sécrétion. Ces granules sont appelés « jeunes granules ». Ceux de faible densité sont
retrouvés dans les Les dilatations subterminales et sont destinés au stockage. Les granules de cette

population sont appelés « vieux granules » (Nordmann et Labouesse, 1981).
9
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11.1.2. Composante gliale de la neurohypophyse
La partie gliale de la neurohypophyse est formée essentiellement de :

11.1.2.1 Les pituicytes : qui constituent environ 30% du volume total de neurohypophyse
(Hatton, 1997). Ces cellules sont caractérisées par une forme étoilée, un noyau allongé de
grande taille et de nombreuses inclusions lipidiques (Wittkowski, 1986). Les pituicytes ont des
contacts trés rapprochés avec les TN (Hatton, 1988). Par des fins prolongements, les pituicytes
s’intercalent entre d’une part, les terminaisons nerveuses des NMCs et d'autres part, entre ces
terminaisons et les capillaires. La réorganisation structurale des pituicytes est en relation avec le
stade fonctionnel de neurohypophyse (Hatton, 1988).

En microscope optique, on reconnait le pituicyte a son noyau volumineux a importante
euchromatine. Les pituicytes jouent un role de support, de nutrition. Ces cellules sont aussi
capables de moduler la neurosécrétion par leur changement morphologique (plasticité) en

rétractant leurs prolongements, pour faciliter la sécrétion hormonale (Maolood, 2007).

11.1.2.2 Les microglies : Ces cellules sont petites, a localisation péri vasculaire dans lesquelles
les lysosomes secondaires sont communs (Perez Figares et al., 1986). Leur noyau est dense,
arrondi ou ovalaire. Dans les coupes classiques, on les repere difficilement. En microscopie
électronique, elles sont reconnaissables parce qu'elles possédent de nombreux et volumineux
lysosomes. Les cellules de la microglie sont I'équivalent dans le systeme nerveux central des
macrophages trouvés dans les autres tissus. Elles interviennent en réponse a un stress hydrique

ou inflammatoire (Audinat et Arnoux, 2014).

11.1.2.3 Les cellules endothéliales : Sont reconnaissables a leurs noyaux denses, allongés en
coupes longitudinale, petits et ronds en coupe transversale. Leur cytoplasme limite la lumiére des

vaisseaux.

11.2 Vascularisation de la neurohypophyse

La vascularisation de la neurohypophyse se caractérise par la présence de deux arteres
hypophysaires issues de la carotide interne : Une artére hypophysaire supérieure qui se résout
a un complexe capillaire d’ou émerge le vaisseau porte et qui irrigue les zones externes de
I’éminence médiane, de la tige hypophysaire et I’hypophyse antérieure. Une deuxiéme artére
hypophysaire, inférieure qui assure la vascularisation de la tige hypophysaire et de la
neurohypophyse. Le retour sanguin est assuré par la veine jugulaire et par la veine hypophysaire

10
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(Paturet, 1964). Le réseau post-hypophysaire provient de l'artere hypophysaire inférieure qui
constitue la seule source artérielle de la NH (Fig. 4). Les capillaires de la neurohypophse sont
drainés par des veines efférentes qui se jettent également dans les sinus de la dure-mere
(Paturet, 1964).

chiasma
aptique

cellules
sécrétrices

Figure 04 : Représentation schématique de la vascularisation de I'nypophyse
(Ribadeau et Poirier, 1974)

11.3. La Physiologie de la neurohypophyse

La neurohypophyse, se concentre sur son rdle dans le stockage et la libération d'hormones
synthétisées par I'hypothalamus. L’ocytocine (OT) impliquée dans la parturition et la lactation
(Richard et al., 1991) et la vasopressine (AVP) qui participe a la régulation de 1’équilibre
hydrominéral et a la vasoconstriction (Ludwig, 1998). Ces deux neurohormones présentent une
grande analogie structurale, difféerent que par deux acides aminés en position 3 et 8. Elle sont
sécrétées principalement par les neurones magnocellulaires du systéeme hypothalamo-
neurohypophysaire, libérées au niveau de la NH et transportées par la circulation générale
jusqu’aux tissus cibles périphériques, la ou ils vont exercer leurs effets biologiques en interagissant

avec des récepteurs spécifiques (Brownstein et al., 1980 ; Sladek, 1999).

Le role biologique le plus important de I’AVP est la régulation de 1’excrétion de I’eau.
L’AVP exerce son action antidiurétique au niveau du tubule collecteur du rein ou sont exprimés
des récepteurs de type V2. Quant a I’OT, bien qu’elle soit impliquée majoritairement dans la

reproduction, elle exerce également une action natriurétique (Verbalis et al., 1991 ; Ozaki et al.,
11
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2004). Elle exerce son effet via son récepteur OTR situé sur la macula densa et les tubules

proximaux (Verbalis et al., 1991).

I11. Généralités sur le brocoli Brassica Oleracea var italica

111.1 Classification et description botanique :

Le brocoli (Brassica oleracea var. italica) est un léegume crucifére appartenant a la famille
des Brassicaceae, reconnue pour sa diversité, comprenant environ 338 genres et 3709 espéces
(Franzke et al., 2011 ; Hasanuzzaman, 2020). 1l est étroitement lié au chou-fleur, chou frisé et
aux choux de Bruxelles (llahy et al., 2020). Ce légume tres recommandé pour la consommation
en raison de son excellent potentiel nutritionnel, sanitaire et sa grande valeur économique
(Gudifio et al., 2024).

Sa classification taxonomique se présente comme suivant :

= Regne : Plantae Haeckel.

= Sous-Régne : Viridae Plantae.

= Classe : Equisetopsida C.

= Sous-Classe : Magnoliidae.

= Ordre : Brassicales.

= Famille : Brassicaceae.

= Genre : Brassica L.

= Espéce : Brassica Oleracea L.

= Sous-Espece : Brassica Oleracea subsp. Botrytis (L.).
= Variété : Brassica Oleracea Var. Italica.

(Broccoli taxonomic hierarchy, 2022)

Le brocoli est une plante herbacée pouvant atteindre une hauteur de 40 a 80 cm. Il se
compose de quatre parties principales : une racine pivotante, des feuilles vertes foncé,
profondément découpées et pétiolées, une tige verdatre. La quatriéme partie est une inflorescence
terminale appelée « fleur comestible », composée de boutons floraux regroupés en une masse
globulaire lesquels forment la partie consommée du légume (Cheo et al., 2001; Syed et al., 2023).

Selon le type varietal et les conditions climatiques de la région, cette espéce peut étre cultivé

12
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comme une culture annuelle, bisannuelle lorsqu’il fleurit la deuxiéme année ou encore pérenne

(Gray, 1982 ; Martin et Sideman, 2012).

Figure 05 : les parties botaniques de brocoli (Quizhpe et al., 2024).

111.2 Origine et répartition géographique du Brocoli

Brassica oleracea est une espece importante qui provient de la région méditerranéenne
orientale, en particulier dans les zones au climat méditerranéen, tempéré ou froid de I’hémisphére
nord (Dixon, 2006 ; Babula et al., 2007). Ce légume populaire était connu des Grees il y’a 2 500
ans, puis introduit au Royaume-Uni dans les années 1700, puis aux Etats-Unis et en Chine dans
les années 1800. Par la suite, il été réparties dans le monde entier sur tous les continents, a
I'exception de I'Antarctique (Buck, 1956 ; Franzke et al., 2011 ; Han et al.,2021), Le principal

centre de diversité du brocoli se situe dans le sud de I’Italie, notamment en Sicile ainsi que dans

d’autres iles italiennes, en raison de la grande variété de cultivars locaux encore présents

aujourd’hui (Brinckmann et Williams, 2021).

A D’échelle mondiale, la production de brocoli a connu une augmentation notable. La
majeure partie producteur est concentrée en Chine et en Inde, suivies par les Etats-Unis,
I’Espagne, I’Italie et le Mexique (FAOSTAT, 2024).

13
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111.3 Constituants biochimiques

Ces dernieres années, les légumes cruciféres en géneral, et le brocoli en particulier, ont
attiré D’attention en raison de leur réservoir en nutriments et également de riches sources de
composeés azotés soufrés (glucosinolates et isothiocyanates), et des teneurs élevées en composés
phénoliques (Shankar et al., 2019 ; Le et al., 2020 ; Pefia et al.,2022).

111.3.1 Composantes Nutritionnelles
111.3.1.1 Protéines et acides aminés : le brocoli est riche en albumine, globuline, glutéline,
prolamine (Sedlar et al., 2021), avec un profil en acides aminés homogene de tyrosine entre ces
parties botaniques, par contre dans les germes 1’acide glutamique est le plus dominant (Dufoo-

Hurtado et al., 2020 ; Quizhpe et al., 2024).

111.3.1.2 Lipides : sont distingué par une forte proportion d’acides gras polyinsaturés, en
particulier 1’acide a-linolénique (43 %) suivi de l'acide palmitique et de 1'acide linoléique avec

respectivement 22 % et 20 % (Quizhpe et al., 2024).

111.3.1.3 Les glucides : sont majoritairement constitués d’oligosaccharides, polysaccharidiques,
de sucres simples et d’une faible proportion d’amidon (Shi et al., 2019 ; Villafio et al.,2023).
111.3.1.4 fibres alimentaires : il contient des fibres alimentaires totales (I'acide uronique, le
glucose, le rhamnose et le galactose), fibres alimentaires insolubles (cellulose, d’hémicellulose et
de lignine. Et enfin les fibres alimentaires solubles (les pectines, les gommes, les mucilages et les
béta-glucanes) (Rivas et al., 2022 ; Gudifio et al., 2024).

111.3.1.5 Vitamines et minéraux : le brocoli est une excellente source (C, K, A) et de minéraux
dont le potassium, le calcium et le fer, manganése, potassium et sélénium qui sont essentiels, aux
proprietés antioxydantes et anti-inflammatoires reconnues (Syed et al., 2023 ; Gudifio et al.,
2024).

111.3.2 Composantes phytochimiques

111.3.2.1 Les glucosinolates : sont des composés métaboliques secondaires contenant du soufre
organique, et peuvent étre divisés en trois groupes principaux (glucosinolates aliphatiques,
aromatiques aryles et aromatiques indoliques) selon la structure chimique de leur chaine
latérale (Halkier et Gershenzon, 2006 ; Moreno et al., 2006). Ces composés sont responsables

de I'arbme piquant caractéristique et du godt amer de ces légumes (Syed et al., 2023).
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Figure 06 : La structure générale des glucosinolates (Montaut et al., 2012).

111.3.2.2 Sulforaphane : Les graines et les pousses de brocoli présentent une grande capacité a
produire du sulforaphane, grace a la présence de glucoraphanine et de I'enzyme myrosinase
endogene. Cette formation résulte de la dégradation de la glucoraphanine, un processus controlé
par la protéine épithiospécifiante, un cofacteur de la myrosinase, dont I’activité est spécifique a
la température. Le rendement du SFN dépendent également des conditions d'incubation
sélectionnées, telles que le pH, le temps, la température, I'acide ascorbique et I'acide éthyléne-
diamine-tétra-acetique (Guo et al., 2014 ; Pérez-Balibrea et al., 2011).

L

Sultforaphane

Figure 07 : La structure générale de sulforaphane (Ayadi et al., 2022).

111.3.2.3 Composés phénoliques : L’intérét nutritionnel des Brassicaceae est également lié &
leur teneur en composés phénoliques. Les glycosides de kaempférol et de quercétine, leurs
dérivés en combinaison avec les acides hydrocinnamiques ainsi que les dérivés de l'acide
sinapique se sont aveérés étre les composés phénoliques les plus importants de la famille des

brassicaceae (Martinez-Sanchez et al., 2008).

111.3.2.3.1 Flavonoides : Le brocoli en particulier est une source notable de flavonoides
notamment de flavonols tels que la quercétine et le kaempferol (Podsedek, 2007). Sont
constituent une classe de métabolites secondaires naturels, synthétisés dans les plantes par la voie

des phénylpropanoides. Par ailleurs, ils suscitent un intérét croissant en raison de leurs divers
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bienfaits pour la santé humaine, notamment leur puissant effet antioxydant et anti-inflammatoire
(Pan MH et al., 2010 ; Brunetti et al., 2018).

Flavonoids
OH o
OH 4o Acide hydroxycmnamique
o O @ DH :Q/\)k
OH ©
OH O Kaempferol Smapu, acid
Quercetin

Figure 08 : La structure des dérives composees phénoliques (Crozier et al., 2007 ; Ayadi et al.,
2022)

111.3.2.5 Caroténoides : Le B-caroténe, la violaxanthine, la néoxanthine et la lutéine ont été
détectés dans les différents tissus du brocoli. Les feuilles présentaient les concentrations les plus
élevées avec une grande proportion de la lutéine, représentant respectivement 47,2, 69,2 et 44,2 %
dans la fleurette, la tige et la feuille (Liu et al., 2018).

111.4 Les activités biologiques du brocoli
Les graines de brocoli et leurs composants bioactifs ont un large éventail de propriétés

bénéfiques potentielles pour la santé, parmi eux on trouve :

111.4.1 Activité antioxydant :

L’extrait de brocoli est un compliment antioxydant puissant, capable d’activer certaines
voies physiologiques impliquées dans la défense cellulaire contre des substances chimiques
toxiques contribuant ainsi a restaurer les fonctions métaboliques normales dans les modéles
vivants (Crissman et al., 2004 ; Kikuchi et al., 2015).). Les produits de dégradation des
glucosinolates (GSL) qui sont responsable de défenses antioxydantes endogenes in vitro et in vivo
en stimulant I’élimination des espéces réactives de 1’oxygene (ROS) pour atténuer le stress
oxydatif, ainsi que les dommages cellulaires et tissulaires induits par I’exposition a des COmposés
xenobiotiques (Jeffrey et Araya, 2009 ; Danesh et al., 2014). D’autre part, il y a les cOmposés
phénoliques, jouent un réle essentiel dans la neutralisation des ROS, parmi ces composés la
quercétine, représente le principale composant des flavonols, se distinguent par leur capacité a
piéger les radicaux libres et a chélater les ions des métaux de transition, réduisant ainsi la
production de ROS (Azeem et al.,2022).
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111.4.2 Activités anti bactérienne :

Les composés bioactifs (les phénols, les glucosinolates ou les acides organiques) présentes
dans certains extraits végétaux comme le brocoli possede des propriétés antibactériennes qui
peuvent inhiber la croissance de divers agents pathogénes bactériens, entre autres, Escherichia coli,
Salmonella sp et Listeria monocytogenes (Johansson et al., 2008 ; Le et al., 2020 ; Triska et al.,
2021). Ces composés pourrait agir comme un inhibiteur de la formation de biofilms et entrainer
une réduction de la charge bactérienne (ex : le 3,3'-diindolylméthane (DIM)) (Golberg et
al.,2022).

Dans ce contexte, ’activité antibactériennes des fluerons de brocoli a été confirmée a
I’aide de la technique cryométrie en flux permet d’évaluer les cellules endommagées résultent a la
rupture de la membrane cellulaire et a la libération du contenue intracellulaire (Corréa et al.,
2014). Par ailleurs, 1’efficacité des fluerons contre les bactéries pathogénes, les leveurs et les
champignons a également été démontrer grace a la présence de peptides antimicrobiennes
(Pacheco-Cano et al., 2018).

111.4.3 Activité anti inflammatoire

Le brocoli est une source de nutriments, réputé pour ses propriétés anti-inflammatoires
significatives, leurs composes bioactifs impressionnants ont été largement étudiés pour leur
potentiel thérapeutique notamment dans les conditions liées a l'inflammation. Ces composants
phytochemique contribuent & ses effets protecteurs contre le stress oxydatif, I'inflammation
chronique, en modulent les voies de signalisation clés, telles que NF-kB et Nrf2, réduisant les
cytokines inflammatoires et renforcant les mécanismes de défense cellulaire (Nallapareddy et al.,
2025). De plus, Hwang et Lim (2014) ont rapporté que la production des cytokines pro-
inflammatoires TNF-a, IL-1p et IL-6 était également inhibée par le brocoli de manicre dose-

dépendant.

111.4.4 Activité anticancéreuse :

Il a été démontré que sulforaphane [SF, 1-isothiocyanato-4-(méthylsulfinyl)butane],
agissant comme antioxydant, peut inhiber I'activité des facteurs mutagenes (phase 1) et activer
les enzymes de phase Il impliquées dans la détoxification des cancérogénes. Cette action aide a
prévenir les dommages a I'ADN, a inhiber I'initiation tumorale, a restreindre la prolifération des
cellules cancéreuses et a limiter les métastases des cellules cancéreuses mutées (Lv et al., 2020 ;
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Kennelley et al., 2023). Notamment on distingue différente taux de cytotoxicité contre plusieurs
lignées cellulaires cancéreuses selon les diveres parties botaniques de brocoli, sans impact

toxique sur les cellules normales (Le et al., 2020).

111.5 Effet de brocoli sur les troubles pathologiques

La consommation de brocoli et d'autres aliments riches en antioxydants dans le cadre
d'une alimentation équilibrée peut aider a réduire le stress oxydatif, a soutenir la santé cellulaire
et a diminuer le risque de maladies chroniques associées aux dommages oxydatifs, telles que les
maladies cardiovasculaires, certains cancers, et les troubles neurodégénératifs (Ponnampala et
al., 2022 ; He et al., 2023).

Des études antérieures, ont montrés que le brocoli grace a ses constituants, flavonoides et
aux composés sulfurés posséde une capacité hépatoprotectrice, et présente une valeur
thérapeutique potentielle dans le traitement de certains troubles hépatiques (Al-Howiriny, 2008).
Le brocoli est également utiliser pour traiter d'autres problemes de santé, tels que ,le diabéte et
les troubles de photosensibilité (Ares et al., 2013 ; Bahadoran et al., 2014). Autre étude menée
sur des rats anémiques induits par la phénylhydrazine a montré que l'extrait aqueux des
inflorescences de brocoli possede un potentiel antianémique. Les alcaloides, saponines et
terpénoides, présents dans le brocoli sont responsables de ce potentiel antianémique (Nagraj et
al., 2020). Enfin, le brocoli a été associé a des effets neuroprotecteurs contre les maladies
neurodégéneratives incluent la maladie d'Alzheimer, la maladie de Parkinson, la maladie de
Huntington, I'anxiété (Zaib et al.,2023).
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Notre étude est réalisé dans la période de mois de novombre jusqu’a mois de mai.
L’expérimentation animale été réalisée dans le but de chercher d’une part la toxicité d’une faible
dose de [D’insecticide acétamipride (1/20DL50 ACE)sur la structure cellulaires de la
neurohypophyse chez les rats males de souche Wistar. D’autre part,nous avons cherché un
probable effet protecteur des graines de brocoil (Brassica oleracea var.ltalia), co-administrés
avec I’ACE.

L’élevage et le traitement des animaux est effectué au niveau de la station
expérimentale de la Faculté de Sciences de la Nature et de la Vie a ’université Saad Dahlab,
Blida 1,Nous avons réalisé la technique histologique dans le laboratoire d’anatomie
pathologique du PHE de Docteur Fares Yahia & Kolea Tipaza.enfin la technique
immunohistochimique réalisé au niveau de laboratoire d’anatomie pathologique de 1’hopital
universitaire Nefissa Hamoud Ex Parnet.

1.1 Matériel
I1.1.1Matériel biologique

11.1.1.1 Animaux
Notre étude expérimentale a été réalisée au sein de la station expérimentale de la
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie a ’université Saad Dahlab, Blida 1. L’étude
est faite sur 29 rats Wistar males provenant de I’Institut Pasteur d’Algérie, ayant un poids
corporel compris entrel50 g et 170 g. Parmis ces animaux 19 rats ayant une période

d’adaptation de 3 mois.

Figure 09 : Rat Wistar méales (photos originale).
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11.1.1.2 Matériel végétal
Le matériel végétal ayant fait I’objet de notre étude est les graines de brocoli

(Brassica oleracea var italica) sont récupérer du centre Orpin situe a les Roses Blida,

broyer en poudre trés fine pour la préparation des croquettes.

Figure 10 : Les graines de Brocoli (photo originale)

11.1.2 Matériel non biologique
11.1.2.1 Appareillages et réactifs

Le matériel est constitué de produits chimiques, de réactifs et d’appareillage utilisée

pour mener bien les techniques réalisées (voir annexe).

11.1.3 Préparation des produits chimiques
11.1.3.1 Solution d’Acétamipride
L’acétamipride est un insecticide commercialisé par Dekachim et présenté dans un
sachet d’aluminium contenant 50g de poudre a 20%. L’acétamipride est utilisé sous forme

des solutions pour gavage préparées a raison de 1/20 DL50.

La dose 1/20 DL50 soit 10mg/ke/j d’ACE (EC, 2004 ; EFSA, 2010 ; Williams,
2013).

DL 50acétamipride = 200mg/kg

Donc : 1/20 DL 50 (AC) = 10mg / kg

Cette dose 1/20DL50 appartient aux différentes doses utilisées dans autres travaux

pour son effet toxique.
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Les rats wistar ont recu cette solution en fonction de leurs poids corporel par gavage

orale (tableau dans annexe).

11.1.4 Préparation des croquettes a base de grains de brocoli
Une alimentation équivalente constituer de 15 g de bouchon alimentaire avec 159

de grains de brocoli broyer pour préparer des croquettes.

Pour chaque rat on a mélangé une quantité de 15 g des graines de brocoli broyées
en poudre tres fine, mixées avec 15 g de bouchon alimentaire imbibé d'un petit volume
d'eau pour former des croquettes. Puis laisser sécher sur une plaque chauffante jusqu'a

ce que les croquettes deviennent croustillantes et prétes a la consommation.

=

Figure 11 : Croquettes a base des grains de brocoli (Photo originale).

11.2 Méthodes

11.2.1 Expérimentation

Apreés la période d’adaptation, les rats ont été répartis comme suit :

v' Lot 01 : 8 rats Témoin négatifs traités par Iml d’eau distillé par gavage oral avec
alimentation de 30g de bouchon alimentaire par rat.

v’ Lot 02 : 7 rats traités, ont regu 1/20DL50 d’acétamipride diluée dans de 1’eau
distillée par gavage oral avec alimentation de 30g de bouchon alimentaire par rat.

v' Lot 03 : 7 rats traités, ont recu 1/20DL50 d’acétamipride diluée dans de I’eau
distillée par gavage oral avec une alimentation équivalente de 30g constituer de bouchon
alimentaire avec des grains de brocoli par rat.

v' Lot 04 : 7 rats témoin positifs traiter par 1ml d’eau distillé par gavage oral avec
une alimentation équivalente de 30g constituer de bouchon alimentaire avec des grains

de brocoli par rat.
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L’expérimentation a duré 37 jours. Durant cette période, les rats ont été pesés chaque

semaine le matin pour surveiller I'évolution de leurs poids corporels.

11.2.2 Sacrifice des animaux et préléevement des hypophyses

A la fin de I’expérimentation, deux méthode de sacrifice sont réaliser :

11.2.2.1 le sacrifice par décapitation : 24 rats sont sacrifiés par une décapitions r suivez par
dissection afin de prélevé I’hypophyse immergés immédiatement dans des flacons

étiquetés contenant le formol dilué a 10% pour 1’étude histologique.

11.2.2.2 Fixation par perfusion

Le plus souvent, les tissus sont préalablement fixés dans le but de figer les structures
et immobiliser in situ les antigénes afin que les structures ne soient pas endommagées et que
les antigénes ne soient pas élués par les différents bains réactionnels.

Cette fixation stabilise la structure et 1’ultrastructure des échantillons. Elle permet,
éventuellement, d’appliquer aux tissus un traitement perméabilisant pour favoriser la
pénétration des anticorps a I’intérieur des cellules.

Un rats de chaque lot sont anesthésiés par injection intra péritonéale, d’une solution
d’uréthane a 25%, a raison de 0.5ml par 100g de poids corporel.

Apres incision au niveau de la cage thoracique, le coeur est dégagé afin de pratiquer
une perfusion intracardiaque de 150 ml de formol 10%, a l'aide d'une pompe péristaltique.
Une aiguille a embout rond, fixée au systéme de perfusion, est introduite dans le ventricule
gauche poussé jusqu’a I’aorte ou elle est immobilisée par un clamp. Une fente au niveau de
I’oreillette droite est pratiquée pour se permettre une circulation ouverte. Le débit de la
perfusion est d’environ 13ml/mn. Un clampage préalable de 1’aorte descendante sous
hépatique permet une fixation rapide de la partie antérieure de I'organisme et ainsi du
cerveau, sans grande consommation du produit fixateur.

Apres perfusion, les rats sont décapités ; L’hypophyse est délicatement prélevée, post

fixés pendant 24h a + 4°C dans le méme fixateur par immersion totale.

11.2.3 Etude histologique
Les coupes histologiques des hypophyses des différents lots ont été réalisées au
niveau du laboratoire d’anatomie pathologie de 1’hopital Dr. Fares Yahia (Koléa-Tipaza). La

technique utilisée est celle proposée par Martoja, (1967) a I’hématoxyline-€osine.
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Les fragments d’hypophyse sont nettoyés du liquide fixateur, formol 10 % pour
conserver le tissu dans un état proche du vivant et sont mis dans des cassettes d’inclusions

spéciales.

11.2.3.1 Déshydratation
Les échantillons sont ensuite déshydratés par 1’agitation rapide d’un automate spécial
de traitement des tissus (LEICA), afin d’¢éliminer 1’eau des tissus en faisant passer les tissus
dans des bains successifs d’éthanol croissant (70°, 80 °, 95 ° et 100 °), puis dans des bains
successifs de xyléne pour ’éclaircissement. Enfin dans 2 bains de paraffine liquide qui

occupera tous les espaces vides et lever les exces de solvant.

11.2.3.2 Inclusion et mise en bloc
Le milieu d’inclusion utilisé est la paraffine. Les hypophyses baignent dans de la
paraffine fondue (chauffée & 56°C pendant 4h dans une étuve) qui permet d’infiltrer toutes
les cellules. La mise en bloc par écoulement de la paraffine dans des moules métalliques,
puis I’orientation des fragments dans la paraffine, placement des cassettes, les blocs obtenus

sont refroidis rapidement sur une plague métallique réfrigérée pendant environ 15 min.

11.2.3.3 Confection des coupes
Des coupes de Spum, obtenues par un microtome de type LEICA, sont récupérées en
séries régulieres sur lames en verres. Les lames sont ensuite sechées dans une étuve au moins

24h avant la coloration.

11.2.3.4 Coloration et montage
Aprées déparaffinage par un bain de xyléne et réhydratation (Dans des bains d’alcool
de degrés décroissant d éthanol (100,90,70°). Les coupes ont été colorées avec une
coloration topographique au I’hématoxyline-éosine, qui permet de mettre en évidence les
principaux éléments morphologiques (noyaux, cytoplasme, collagéne), sont réalisées dans

un automate spécial pour coloration de type Amous.
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Le montage des lames consiste a appliquer une lamelle sur une lame a 1’aide d’un

milieu de montage. Ce procédé permet d'éviter la décoloration due a I'oxydation par I'air

ambiant et de protéger le tissu des aléas de la manipulation. Il favorise 1’examen

microscopique en assurant une meilleure visualisation des détails structuraux.

11.2.3.5 Observation microscopique
Cette étape est considérée comme la derniére étape de I'examen histologique au cours
de laquelle la NH de tous les rats a été observé et photographié a 1’aide d’un microscope
photonique de type Zeiss Axzio plan combiné a un appareil photo (Hirocam caméra). Les
différents grossissements x10 ; x40 et x100 ont été calculés par un logiciel de traitement

d’image « TSView ».

11.2.4 Immunohistochimie
Nous avons réalisé cette technique au niveau du laboratoire d’anatomie pathologie
de I’hopital universitaire Nefissa Hamoud Ex Parnet. Des coupes d’hypophyse sont traitées

par un protocole d’immunohistochimie indirecte.

Cette technique implique la liaison d’un anticorps primaire (Ac I), au site antigénique
de la molécule a localiser dans le tissu. Cet Acl est lui-méme reconnu par un anticorps
secondaire (Acll) dirigé contre les immunoglobulines (Ig) de ’espéce productrice de 1’ Acl.
L’Acll est couplé a un marqueur qui le rend détectable et qui permet de visualiser le
complexe Ag-Acl (Fig.12). Nous avons utilisé dans notre étude des Acll combinés a

I’enzyme, la peroxydase de raifort (HRP). La révélation se fait par réaction a la

diaminobenzidine (DAB) qui donne une réaction marron visible en microscopie photonique.
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Indirect Immunohistochemistry
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Figure 12 : Méthodes d’immunréaction indirecte.

Des coupes de paraffine au niveau des NH, de 3um d’épaisseur, ont été réalisées a
I’aide d’un microtome, et montés sur des lames silanisées. Enfin, les lames sont placées dans
une étuve afin de favoriser 1’adhésion compléte du tissu et d’assurer un séchage optimal
avant les étapes d’immunohistochimie. Toutes les étapes de 1I’Immunohistochimie sont
réalisées a I’aide d’un automate (Automate spécialisé Leica BOND-MAX) (Fig. 13). Chaque

lame est identifiée (codes-barres) selon le marqueur ciblé a 1’étude pour une tragabilité totale.

@ - P~
e ~® —=®

Figure 13: Automate Leica BOND-MAX spécialisé d’immunohistochimie (photo

originale)

Les lames sont chauffées dans des solutions tamponnées spécifiques appelées Bond
Epitope Retrival (citrate, EDTA) selon le pH (ER1=6 /ER2=9) pour révéler les
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épitopes. Cela se fait généralement a haute température (90-100 °C). Les sections obtenues
ont été incubés pendant 10min dans une solution d’enzyme peroxydase pour inhiber
I’activité des peroxydes endogenes naturelles du tissu. Ces coupes ont €té incubées a
tempeérature contrdlée (souvent 37°C), avec des anticorps primaires (anti-CD68, anti-GFAP,
anti-P53) a différentes dilutions (voir tableau IT). L’automate effectue des lavages tamponnés

entre chaque étape pour éviter les contaminations croisées.

Les coupes sont ensuite incubées pendant 30min dans de la HRP (Horseradish
Peroxydase), enzyme couplé a un anticorps secondaire polymere, permet le marquage et la
visualisation des antigenes spécifiques présentes dans le tissu. Le substrat chromogéne DAB
(3,3’-diaminobenzidine) est ajouté, ce qui donne une couleur brune en présence de HRP a
I’endroit ou I’antigéne est présent. Une Contre-coloration est applique par hématoxyline qui
colorer les noyaux des cellules en bleu. Un lavage a I’eau est effectué ensuite. A la fin, les
lames sont montées sur lamelle et milieu de montage permanent (Eukit), pour une

observation au microscope photonique.

Tableau Il : Fiche technique des anticorps primaires et secondaire utilisés

Marqueur Nom Clone Type Origine o ) )
Dilution incubation
complet d’anticors
Anti-p53 Protéine DO-7 Monoclona Souris
du gene I, 1IgG2b
suppresse
PP 1:100 30 min
ur de
tumeur
p53
Anti-GFAP Glial GA5 Monoclona Souris
Fibrillary I, 1IgG1 .
o 1:500 30 min
Acidic
Protein
Anti-CD68 Cluster of KP1 Monoclona Souris
Différenti l, 1IgG1
ation 68 1:100 30 min
(macroph
age)
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Tableau 11 : Fiche technique d’anticorps secondaire utilisés
Nom commercial Bond Polymer Refine Detection
Nature anticorps secondaire anti-lgG souris couplé a

un polymeére contenant la peroxydase (HRP)

Systeme de détection sans biotine, haute sensibilité
Révélation chromogénique DAB (brun)
Automate compatible Leica BOND-MAX

11.2.5 Analyse statistique
Nos données sont traitées par le logiciel SPSS (Statistical Package for the Social

Sciences) et les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + ESM.

La comparaison de poids corporels entre les groupes expérimentaux et le groupe témoin
a des temps similaires est déterminée par ANOVA. Les différences étaient considérees comme

statistiquement significative si P < 0,05.

11.2.6 Analyse morphométrique : réalisée a I'aide du logiciel Image J 1.36b Software (NIH,
Etats-Unis). Les mesures ont été faites sur 3 coupes de NH pour chaque groupe expérimental

(grossissement X1000 ; barre d’échelle : 10um).
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I11. Résultats

L’objectif de notre étude était de rechercher des aspects de la toxicité par voie
orale de I’ACE araison de 1/20 DL50 pendant 37 jours au niveau de la neurohypophyse.
Les résultats issus de notre expérimentation sont presentés sous forme de graphique
illustre 1’évolution du poids corporel, des coups histologiques mettant en évidence les
altérations tissulaires, ainsi que des marquages immunohistochimiques. Ces observations

constitueront la base de 1’analyse critique qu’on va développer dans la partie discussion.

111.1.1 Evolution du poids corporel des rats

Selon les résultats obtenus, le poids corporel de I’ensemble des rats a augmenté de
maniere réguliére au cours de la période de traitement. L analyse statistique des poids finale
n’a montré aucune différence significative entre les groupes témoin (positive et négative) et le
groupe traité par I’ACE (P > 0,05). En revanche, des différences hautement significatives (p <
0,001) ont été relevées entre le groupe traité par I’ACE et le groupe traité par I’ACE
supplémenté en brocoli. Ainsi que le groupe traité par 1’ ACE supplémenté en brocoli montre

une différence significative avec le groupe témoin négatif.
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O 200
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8 150
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A 50
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T() ACE ACE+ BROCOLI T(+)
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Figure 14 : Représentation graphique de 1’évolution du poids corporels des rats exprimée par
la moyenne = ESM . S : 5jours, ACE : Traité par I’acétamipride, Témoin (+): supplémenté

par le brocoli, ACE + Brocoli : Traité par 1’acétamipride supplémenté par brocoli.
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111.1.2 Analyse des résultats histologiques
La coupe histologique présente la structure générale de I’hypophyse (fig. 17) avec une
organisation tissulaire bien visible a un grossissement X4. La limite entre NH et les autres

régions hypophysaires est bien définie chez I’ensemble des groupes expérimentaux.

Figeur 15 : structure générale de I’hypophyse chez le rat wistar male témoins.
Coloration : Hématoxyline éosine ; Grossissement : x4,
NH : Neurohypophyse (ou posthypophysaire) ; LI : Lobe intermédiaire ; LA : lobe antérieur
(ou antérohypophysaire)

I11.1.2.1 L’analyse histologique de la neurohypophyse des rats témoins négatifs et

positifs

Les coupes histologiques de la NH des rats témoins positives et négatives (Fig.16 A/
A”) a différents grossissements (x40 et x100) montrent une organisation tissulaire intacte bien
conservée, conforme a la morphologie typique de cette région. La NH offre un aspect fibreux
correspondant aux fibres amyéliniques, et aux terminaisons nerveuses issues des différents noyaux
magnocellulaires. La NH est richement vascularisé, présente des cellules gliales de type
pituicytes (astrocyte-like) disposés de maniére homogéne dans I’ensembles de tissu, souvent en
contact avec les capillaires sanguins (fig16 B fleches noir). Ces cellules sont bien développées,
leurs noyaux sont denses (Fig.16 C/D fleches noir) et présentent un cytoplasme vacuolé
(Fig.16 C fleches rouge).
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Figure 16: Aspect structurale de la neurohypophyse chez les rats témoins négatifs et positifs.
Coloration : Hématoxyline éosine ; Grossissement : X40 (A, A’, C), X100 (B, D).
Pl : Pituicytes ; CS : Capillaire sanguin

I11.1.2.3 L’analyse histologique de la neurohypophyse des rats traités par I’acétamipride

En comparaison avec celle des témoins, I’examen microscopique de la NH des rats
traités par I’ACE pendant 37 jours a révélé un aspect général clair moins condensé que chez le
témoin (fig.17 A). Les cellules pituicytaires se retrouvent fréqguemment regroupés en amas,
éloignées des zones péricapillaires (fig.17 C cercle). Ces cellules se caractérisant par un noyau
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clair et volumineux, ainsi qu’un cytoplasme réduit et peu développé (fig.17 B fleche noir), La
taille des noyaux pituicytaires augmente comparant aux témoin (9.7 + 0.2 um? chez traité
d’ACE vs 8.1 £0.1 um? chez le témoin) (Fig.18). Par ailleurs, une dilatation notable des
capillaires sanguins a été également observée (Fig.17 C). Nous avons observé également

I’apparition des petites cellules étoilé qui semble étre les microglies, (fig.17 B téte de fleche).

Figure 17 : Aspect structurale de la neurohypophyse chez les rats traites par I’ACE.

Coloration : Hématoxyline éosine, Grossissement : X40 (A), X100 (B, C).
PI : Pituicytes, CS : Capillaire sanguin
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Figure 18 : Représentation graphique de la taille moyenne des noyaux des pittuicytes de NH
exprimée par la moyenne £ ESM, *: P< 0.05 chezz les rats témoins, les rats traité par I’ACE

et les rats ACE+BROCOLI.

I11.1.2.3 Histologie des neurohypophyses des rats traités par I’acétamipride
supplémentés par les grains de brocoli

Chez les rats traités par I’ACE et supplémentés avec des graines de brocoli, la NH
présente un aspect général dense. Les pituicytes sont visibles en nombre modéré, dispersés
sur la totalité de NH en contact avec les capillaires sanguins (fig.19 A/B). Les noyaux de ces
cellules sont moins volumineux, en comparant avec le groupe traité par I’ACE. En effet, la
taille des noyaux des pituicytes diminue comparant avec le groupe trait¢ par I’ACE et se
rapproche de celle du témoin (8.7 +0.2 um2 chez ACE-brocoli vs 8.1 0.1 pm? chez
témoin) (Fig. 18).
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Figure 19 : Aspect Structurale de la neurohypophyse des rats traités par 1’acétamipride

supplémentés par les grains de brocoli
Coloration : Hématoxyline éosine ; Grossissement : X40
Pl : Pituicytes, CS : Capillaire sanguin

111.1.3 Analyse des résultats des marquages immunohistochimie

Dans cette section, Nous présentons les données obtenues par immunomarquage de la
neurohypopyse a I’aide des anticorps spécifiques utilisés qui sont : Anti-CD68 (marqueur
cytoplasmique des cellules microgliales/macrophagiques), Anti-GFAP (marqueur
cytoplasmique des astrocytes) et Anti-p53 (marqueur nucléaire de la protéine P53).

111.1.3.1 Marquage Anti-CD68

Les résultats immunohistochimiques obtenus dans la neuroypophyse suite a un
marquage par l'anticorps anti CD68, met en évidence la présence des cellules macrophagiques,
principalement les microglies sous forme d’une coloration cytoplasmique brun foncé. Chez le
témoin, on distingue un marquage trés faible (fig.20 A/B fléches). Par contre, chez les rats
traités uniquement par 1’ACE, on observe un marquage important au niveau de cellules gliales
type microglie et autour des capillaires (fig.21 A/B fléches). Ces cellules présentent une forme
amiboide arrondie (fig.21 C) et hypertrophique avec des prolongement élargis (fig.21
D). Enfin, le groupe traité a I’ACE et supplémenté en brocoli, les cellules gliales marquées
restent localisées autour des capillaires (fig.22 A), mais en nombre réduit, et la coloration

apparait moins intense (fig.22 B fléches).
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-
Figure 20 : Immunomarquage de CD68 dans la neurohypophyse chez les rats témoin.

Coloration marquage : DAB brun ; contre coloration Hématoxyline, Grossissement : X40.
MG : les microglies

Figure 21 : Immunomarquage de CD68 dans la neurohypophyse chez les rats traités par
I’ACE.
Coloration marquage : DAB brun, contre coloration Hématoxyline,
Grossissement : X40 (A, C), X100 (B, D).
MG : les microglies
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Figure 22 : Immunomarquage de CD68 dans la neurohypophyse chez les rats traités
par I’ace supplémenté en grains de brocoli.
Coloration marquage : DAB brun, contre coloration Hématoxyline,
Grossissement : x40 (B), x100 (A, C).
MG : les microglies ; CS : Capillaires sanguines

111.1.3.2 Marquage Anti-GFAP
L’anticorps GFAP, dirigé contre la protéine spécifique des filaments intermédiaires. Ce
marqueur est couramment utilisé pour détecter les cellules gliales en particulier les pituicytes

au niveau de la neurohypophyse sous forme d’une coloration cytoplasmique brune.

Chez le témoin, I’immunomarquage par 1I’Anti-GFAP révéle la présence de cette
protéine gliale, principalement localisée dans le corps cellulaire des pituicytes et au niveau de
ses prolongements. Ces derniers ayant une morphologie fins, allongés et bien ramifiés, forment
un réseau dense (fig.23 A/B fleches). Nous avons observé aussi un marquage de GFAP au
niveau des expansions gliales péri-capillaires (fig.23 B). Tandis que, dans le groupe traité par
I’ACE, on observe une augmentation de marquage de 1’expression de GFAP (fig.24 A). On
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remarque aussi une rétraction des prolongements pituicytaires, qui devient plus courts et moins
ramifiés (fig.24 B cercle). Chez le groupe traité par I’ACE et supplémenté en brocoli, le

marquage semble moins intense que celui observé chez le rat traité par ACE (fig.25 A). Le

marquage est glial, au niveau des prolongement pituicytaire (fig.25 B fleches) et péri-capillaire
(fig.25 B).

Figure 23 : Immunomarquage de GFAP dans la neurohypophyse chez les rats témoins.
Coloration marquage : DAB brun, contre coloration Hématoxyline,
Grossissement : x40 (A), x100 (B).

Pl : pituicyte ; CS : Capillaire sanguins.
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Figure 24 : Immunomarquage de GFAP dans la neurohypophyse chez les rats traités
par ’ACE.
Coloration marquage : DAB brun ; Contre coloration Hématoxyline,
Grossissement : x40 (A), x100 (B).
PI : pituicyte ; CS : Capillaires sanguins.
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Figure 25 : Immunomarquage de GFAP dans la neurohypophyse chez les rats traités
par I’ACE supplémenté en brocoli.
Coloration marquage : DAB brun ; Contre coloration Hématoxyline,
Grossissement : x40 (A), x100 (B).
PI : pituicyte ; CS : Capillaires sanguins

111.1.3.3 Le marqueur Anti-P53

Le marqueur specifique anti-P53, utilisé pour évaluer I’expression de la protéine
nucléaire P53 dans les échantillons analysés. ’anticorps anti-p53 se manifeste par un marquage

de type nucléaire sous forme coloration brun.

Chez le témoin, I’'immunomarquage par 1’anticorps anti-p53 révele une expression
faible ou absente de la protéine p53 (fig.26 A). La majorité des cellules ne présentent aucun
marquage nucléaire détectable. Par contre, chez les rats traités par I’ACE, On remarque un
marquage anti-p53 au niveau nucléaire des cellules gliales de la NH (fig.27 A fleche) et
endothéliale des capillaires sanguins (fig.27A). Par ailleurs, ’architecture tissulaire semble
altérée, on observe de cellules ayant des noyaux condensés ou pycnotiques, évoquant un début
de dérégulation du processus apoptotique (fig.27 B fleche). Chez groupe traité par I’ACE et
supplémenté en brocoli présente un marquage qui semble modérément atténuée comparant au
groupe traité par I'ACE. On observe moins de cellules gliales marqué par I’anti-p53 (fig.28 A/B
fleche).
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Figure 26 : Immunomarquage de P53 dans la neurohypophyse chez les rats témoins.
Coloration marquage : DAB brun ; Contre coloration Hématoxyline,
Grossissement : X40 (A).

Figure 27 : Immunomarquage de P53 dans la neurohypophyse chez les rats traités par
I’ACE.
Coloration marquage : DAB brun ; Contre coloration Hématoxyline,
Grossissement : X40 (A), X100 (B).

Pl : pituicyte ; CS : capillaire sanguin
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Figure 28 : Immunomarquage de P53 dans la neurohypophyse chez les rats traités par

I’ ACE supplémenté en brocoli.
Coloration marquage : DAB brun ; Contre coloration Hématoxyline,
Grossissement : X40 (A) X100 (B). PI : pituicyte.

I11. 2 Discussion

Pour une production agricole plus élevée, 1'utilisation des divers produits chimiques
telle que les insecticides, est I’un des moyens les plus utilisé pour une préalable amélioration
(Singh et al., 2012). Environ 30% des pesticides commercialisés dans les pays en voie de
développement ne sont pas conformes aux standards de qualité internationaux, car ils
contiennent beaucoup d’impuretés trés toxiques, selon FAO, (2001) (Bourbia-Ait Hamlet,
2012).

Dans notre étude qui porte sur la recherche de la toxicité a I’ACE araison de 1/20 DL50
(10 mg/kg/j), nous avons noté une augmentation du poids corporel des rats chez tous les
groupes. L’analyse statistique des poids finaux n’a révélé aucune différence significative (p >
0,05) entre les rats du groupe témoin et ceux exposés a I’ ACE. Ces résultats indiquent que, dans
les conditions expérimentales appliquées (dose 1/20DL50 par voie orale, pendant 37 jours),
I’ACE n’induit pas de toxicité systémique suffisante pour affecter de manicre notable la
croissance pondérale. Nos observations sont en accord avec plusieurs études antérieures parmi
eux les travaux de Saadi et al., (2019) qui ont rapporté une augmentation non significative du
poids corporel chez des souris exposées a des doses subaigués d’Acétamipride (9,9 et 18,9
mg/kg/j). De méme, Shamsi et al., (2021) ont montré aucune variation significative du poids

chez des rats traités a 10 ou 20 mg/kg/j d’ACE. Par contre, Singh et al., (2012) ont montre une
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évolution biphasique du poids corporel, avec une augmentation initiale jusqu’au 15¢ jour suivie
d’une diminution a partir du 28¢ jour. D’autres travaux montrent que les animaux qui ont regu
une dose de 40 mg/kg/j d’ACE, leur poids corporel diminue de maniére significative (Shamsi
et al., 2021). Soulignant I’importance de la durée d’exposition ainsi que la dose dans

I’interprétation des effets toxiques.

En parallele, notre étude statistique a révélé aussi une augmentation significative du
poids corporel des rats traités par les grains de brocoli par rapport aux témoin négatifs et le
groupe traité par ACE. On suggeére que les grains de brocoli peuvent avoir un impact indirect
sur le poids corporel ont influengant le métabolisme énergétique, comme I'ont décrit
Bahadoran et al., (2014). Ces chercheurs ont en effet mis en évidence que les composés
phénoliques, en régulant certaines voies métaboliques et en réduisant le stress oxydatif, peuvent

influencer positivement I'utilisation de I'énergie métabolique.

L’¢tude histologique constitue une étape essentielle pour mettre en évidence les
modifications morpho-structurale induites par I’exposition a des toxiques environnementaux

tels que I’ACE et de la mise en place d’une approches phytothérapeutiques par le brocoli.

Nos observations chez le rat témoin présentent une abondance de pituicytes disposees
de maniere homogene dans I’ensemble du tissu neurohypophysaire. Ces pituicytes sont souvent

en contact avec les capillaires sanguins (Hatton, 1988 ; Wittkowski, 1986).

Sur le plan structural, Nos observation microscopique de la NH des rats traités par
I’ ACE ont montré que les pituicytes sont fréquemment regroupés loin des capillaires sanguins.
Ceci serait d0 a une rétraction gliale qui se traduit par une diminution des contacts des processus
gliaux avec la lame basale de I’espace péri-vasculaire, favorisant ainsi, 1’augmentation de la
couverture neuro-hémale. Cette organisation faciliterait la libération des neurohormones dans
la circulation sanguine. En effet, Les pituicytes assurent un role de support et elles sont capables
de moduler la sécrétion des neurohormones au niveau des terminaisons nerveuses (Ferrandino
et al., 2008). De telles modifications structurales ont été déja observées dans la NH dans des
conditions de stress physiologique (Tweedle et al., 1989 ; Miyata and Hatton, 2002 ;
Theodosis et al., 2008).

Le traitement par ACE pendant 37 jour par voie oral a révélé 1I’observation des cellules

gliales de type microglie. Nos résultats, entraine par ailleurs, une hypertrophie des cellules
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pituicytaires (astrocytes like). Les astrocytes subissent des modifications morphologiques
(augmentation de taille et de nombre), moléculaires et fonctionnelles (production de facteurs
de croissance, de cytokines, etc.), ils deviennent réactifs et peuvent aider a la réparation des
tissus (Poulot-Becq-Giraudon et al., 2022). En effet, les astrocytes sont considérés, avec les
cellules microgliales, comme des cellules immunocompétentes au sein du SNC. Cela signifie
que ces cellules peuvent avoir un réle important lors des phénomenes neuro-inflammatoires
(Méresse, 2023). De plus, les cellules microgliales, les cellules immunitaires patrouilleuses du
cerveau, réagissent aux inflammation et infection et interagissent étroitement avec les astrocytes

et les neurones (Szepesi et al., 2018).

L’analyse histologique de la NH chez les rats traités par ’ACE et supplémentés en
graines de brocoli révéle une organisation tissulaire relativement préservée par rapport a celle
observée chez les rats exposés a I’ACE. Cette organisation structurelle s’accompagne d’une
réduction notable du volume des noyaux des pituicytes, dont la taille se rapprocher de celle
observée dans le groupe témoin, suggérant ainsi une atténuation des modifications
morphologiques induites par I’exposition toxique. Ces résultats expérimentaux corroborent les
travaux de Bingyong et al., (2023), qui ont montr¢ la capacité de I’extrait de graines de brocoli
qui a atténuer les Iésions hépatiques aigués provoquées par le lipopolysaccharide chez la souris.
L’effet cytoprotecteur observé est attribué a la conversion de la glucoraphanine en sulforaphane
(SNF) par le microbiote intestinal. Ce dernier exerce une action protectrice en activant la voie
Nrf2, qui renforce les défenses antioxydantes endogénes, et en inhibe la voie NF-kB, impliquée
dans la régulation des réponses inflammatoires. Ainsi, les résultats obtenus suggérent que le
supplément en graines de brocoli est capable de préserver 1’architecture de la NH, réduisant les
effets néfastes de I’ACE. Cela renforce I’hypothése que les composés bioactifs du brocoli, en
particulier le SNF, peuvent constituer une stratégie naturelle efficace pour la protection du tissu

nerveux contre les toxiques environnementaux.

Dans le but de mieux caractériser les mécanismes cellulaires impliqués au niveau de la
NH, nous avons realisé une étude immunohistochimique ciblée, permettant de mettre en
évidence et de confirmer la présence d’une réponse au stress toxique induit par I’ACE. Parmi
les indicateurs de toxicité se trouve la Protéine Acide Glio Fibrillaire (GFAP), une protéine
structurale spécifiguement produite par les cellules gliales astrocytaires du SNC (Ransom et
al., 2003).
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Chez le témoin, ’immunomarquage anti-GFAP a révélé un marquage au niveau des
corps cellulaires des pituicytaires et leur prolongement et au niveau des expansions gliales
entourant les capillaires. Les astrocytes présentent une hétérogénéité morphologique selon leur
localisation et leur fonction dans le tissu nerveux dans les conditions physiologiques normal
(Ben et Rowitch, 2017).

Par la suite, aprés administration de I’ACE, Nous avons observé une augmentation de
I’expression de GFAP, accompagnée par rétraction des prolongements pituicytaires, qui devient
plus courts et moins ramifiés. Ceci témoigne d’une réactivité astrocytaire significative qui se
manifeste par un épaississement de leur corps cellulaire ainsi que par des prolongements
cytoplasmiques rétractés. Ce résultat corrobore avec 1’é¢tude de Poulot-Becq et al., (2022), qui
rapporte que tout stimulus pathologique, y compris les toxiques exogenes, peut induire une
hypertrophie gliale et une surexpression de GFAP (Escartin et al., 2019). D’autres travaux
antérieurs ont révélé une augmentation de 1’intensité de GFAP observée chez des rats traités
par une substance toxique 1’aluminium, confirme le processus de prolifération astrocytaire
active qui pourrait étre lié a la médiation modulatoire et protectrice (Akinrinade et al., 2015).
Les travaux de Maragakis et Rothstein, (2006) révélent que I’augmentation de 1’expression
de GFAP suite a une lésion cérébrale affecte négativement la stabilité cellulaire. La protéine
GFAP, du fait de sa sensibilité et de sa rapidité de réaction (Eisenbrandt et al., 1994 ; Eng et
al., 2000), peut témoigner du possible atteint du SNC par neurotoxique. En effet, une
augmentation temporaire de la GFAP peut étre le signe d’une inflammation (grossissement des
cellules astrocytaires) alors qu’une augmentation permanente de la quantité de cette méme
protéine peut refléter une augmentation du nombre de cellules gliales, signe d’une gliose. (De

Seze, 2007).

Cependant, le traitement par I’ ACE avec supplément en brocoli, révéle un marquage de
GFAP moins intense que celui observé chez le rat traité par ACE. Ces observations suggérent
un effet protecteur du brocoli sur I’activation gliale. Ces résultats rejoignent 1’étude de
Hernandez-Rabaza et al., (2016) sur les rats hyperammoniémiques traités par SFN, trouve
que la morphologie des astrocytes est similaire a celle des témoins, ce qui indique que le SFN
réduit ’activation des astrocytes. Par ailleurs, 1’intensité de marquage de GFAP est normalisée,

indiquant une inversion de I’activation des astrocytes des rats hyperammoniémiques par le SNF.
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Les résultats immunohistochimiques suite a un marquage par l'anticorps anti CD68, met

en évidence chez le témoin, un marquage faible au niveau des microglies. La microglie
constitue environ 10 a 15 % de toutes les cellules gliales. La microglie est souvent désignée
comme correspondant aux macrophages résidant du SNC (Legendre et Le Corronc, 2014).
Dans les conditions d’absence de stimulation toxique, la microglie présente un phénotype
quiescent (état de repos) « resting microglia », présentant de fins prolongements ramifies, sont
dans un état de surveillance. Ces observations sont en accord avec les profils morphologiques
décrits dans 1’étude de Kagawa et al., (2019), qui ont montré que, chez les souris témoins non
exposées a I’ACE, la majorité des microglies conservaient une morphologie ramifiée ou
transitionnelle. En revanche, le traitement par I’ACE révele une augmentation de marquage
CD68 au niveau des microglies, Ce résultat est en accord avec les travaux de Janda et al.,
(2018) et Lier et al., (2021), qui confirment que la microglie phagocytaire exprime en effet la
glycoprotéine spécifique CD68 a la surface de sa membrane plasmique, ce qui en fait un
marqueur fiable de son activation. De plus, la morphologie amiboide des cellules observées
avec un corps cellulaire arrondi et des prolongements courts et épaissis, semble aux
caractéristiques d’un phénotype a potentiel phagocytaire activé. Cette transformation témoigne
d’une activation microgliale dans le cadre d’une réponse immunitaire a une agression toxique.
Ces résultats expérimentaux s’inscrivent parfaitement dans le cadre des observations rapportées
par Sullivan et Nolan, (2009), Hanisch et Kettenmann, (2007), ainsi que Boche et al., (2013),
qui décrivent une transition morphologique de la microglie vers un état active en réponse a des
agressions neurotoxiques, se traduisant précisément par une forme amiboide.
D’autres travaux antéricur ont identifié la microglie comme une source prédominante
d’inflammation et de stress oxydatif (Amor et al., 2010 ; Di et al., 2012). La microglie est en
mesure de secréter un ensemble de cytokines telles que I'IL-1B et le TNFa modulant les
événements neuro-inflammatoires (Akinrinade et al., 2015).

Par la suite, la diminution du marquage glial par le marqueur anti-CD68 observée chez
le groupe traité a I’ACE avec supplément en brocoli. Ce résultat, rejoigne les travaux de
Hernandez-Rabaza et al., (2016) sur les rats hyperammoniémiques traités par SFN. Les
chercheurs déterminent que SFN favoriser la différenciation de la microglie de la forme pro-
inflammatoire M1 a la forme anti-inflammatoire M2. De plus, les composants flavonoides
modulent les réponses inflammatoires en réduisant la production de cytokines pro-

inflammatoires, notamment le TNF-a et I’IL-6, tout en atténuant simultanément 1’activation
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microgliale, contribuant ainsi a la réduction des processus neurodégénératifs. (Ysrafil et
al.,2023 ; Liu et al., 2023 ; Medrano-Jiménez et al., 2022).

Le marquage avec un anti- p53 dans notre étude, contribue a évaluer spécifiquement
I'éventuelle induction de stress cellulaire et les processus de régulation apoptotique au niveau
de la NH. Les résultats obtenus chez le groupe témoin, montrent une expression faible, voire
absente de la protéine p53 au niveau de la NH. Ces observations sont cohérentes avec les
résultats de Wu et Liu (2000), qui ont rapporté une faible expression de I’ARNm p53 dans le
cortex et I’hippocampe de rats non traités. Ce résultat correspond a un état physiologique

normal, sans activation de la voie apoptotique.

En revanche, chez les rats traité pat I’ACE par voie orale montre une augmentation de
I’immunoréactivité anti-p53, localisée dans les noyaux des cellules pituicytaires, et parfois dans
les cellules endothéliales des capillaires sanguins. Ce marquage nucléaire, accompagné de
noyaux condensés, évoque clairement ’activation de la voie apoptotique, Ces résultats
concordent avec des travaux antérieurs, notamment ceux de Wu et Liu (2000), qui ont mesuré
I’expression de I’ARNm de p53 dans le cerveau. En particulier, il a été montré que certains
insecticides (comme la deltaméthrine) provoquent une augmentation rapide et prolongée du
niveau d’ARNm de p53, notamment dans le cortex et I’hippocampe de rats. Cette surexpression
précede I’apparition des signes morphologiques de 1’apoptose, suggérant un role central de p53
dans I’induction de la mort cellulaire programmée. Le p53, un facteur de transcription nucléaire,
régule de nombreux geénes dans I’apoptose cellulaire. En particulier, voie intrinseéque dans les
mitochondries. Régule aussi le cycle cellulaire en empéchant la croissance et la division rapides
et incontrélées des cellules (Gokhan et al., 2022). D’autres travaux, ont démontré une
augmentation significative de 1’expression de P53 au niveau de tissu rénal (le canale
glomérulaire et épithélium sinusoidale), chez des rats traités par des doses croissante d’ACE 10
et 15mg kg/j (Gokhan et al., 2022).

Chez le groupe traité par ’ACE avec supplément en brocoli, Nous avons observés
diminution du marquage anti- P53 au niveau de la NH. Ce résultat, pourrait é&tre médiée par les
effets antiapoptotiques et antioxydants du sulforaphane (Subedi et al., 2019). Ainsi, la
quercétine autre compos¢ bioactif dérivés des flavonoides présents dans le brocoli, s’associer a
ces mécanismes. Cette molécule module les marqueurs neuroinflammatoires en supprimant la

surproduction d’oxyde nitrique (NO) et en réduisant 1’expression de 1’oxyde nitrique synthase
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inductible (INOS), améliorant encore la viabilité neuronale (Saw et al., 2014 ; Li et al., 2019 ;
Sharma et al., 2020). De plus, la quercétine régule également 1’activité kinase, réduisant

I’apoptose neuronale et le dysfonctionnement mitochondrial, et élimine les radicaux libres tels

que OH, H202 et O2 (Park et al., 2003 ; Tvrda et al., 2016).

Au vu de ces résultats, 1’utilisation de I'acétamipride doit étre contrdlée afin de réduire
ses dommages aux mammiferes, d'autant plus que son caractere toxique sur la neurohypophyse
révéler par cette étude. Nous suggérant que les graines de brocoli sont capables de préserver
I’architecture de la NH, réduisant les effets néfastes de I’ACE. Cela renforce I’hypothese que
les composés bioactifs du brocoli, peuvent constituer une stratégie naturelle efficace pour la

protection du tissu nerveux contre les toxiques environnementaux.
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L’exposition aux insecticides néonicotinoides, notamment I’acétamipride, représente
un facteur émergent de risque neurotoxique, particulierement préoccupant en raison de son
usage croissant et de sa persistance dans 1’environnement. Cette étude expérimentale a
permis de mettre en évidence les effets déléteres potentiels de I’ ACE sur la neurohypophyse,
une structure neuroendocrinienne clé dans le maintien de 1’homéostasie hydrique et
hormonale. Les modifications structurelles et cellulaires observées suggérent une
neurotoxicité. Nos résultats montrent que I’exposition a I’ACE pendant 37 jours provoque
des modifications structurelles et fonctionnelles, telles que rétraction gliales, hyperthrophie
de taille des noyaux des cellules pituicytaires I’apparition de facteur apoptotique P53,
augmentation de I’expression de GFAP et les microglies. Ces changements sont associés a
une neuroinflammation, ce qui perturbe le fonctionnement de la neurohypophyse.
Cependant, nos recherches ne se limitent pas sur les effets indésirables de 1’ACE. Nous avons
également évalué I'efficacité potentielle des graines de broccoli. L’administration concomitante
de graines de brocoli a révélé un effet protecteur, traduisant le potentiel des composés
bioactifs qu’elles contiennent a moduler les réponses neurotoxiques induites par les

xenobiotiques.
Perspectives de recherche

e Mettent en lumiere I'intérét d’explorer davantage les stratégies phytothérapiques
dans la prévention des dommages neuronaux liés a I’exposition environnementale
aux pesticides.

e Etendre ’expérimentation & d’autres structures du systéme nerveux central
(hypothalamus, hippocampe) pour cartographier I’impact global de I’ACE.

e Réaliser des analyses moléculaires ciblées (expression génique des cytokines,
activation des voies Nrf2/NF-kB) pour préciser les mécanismes d’action.

o FEtudier d’autres composés végétaux a potentiel neuroprotecteur
(curcumine,quercétine, resvératrol) en synergie ou en comparaison avec le brocoli.

e Explorer les effets de doses environnementales chroniques d’ACE, plus proches de
I’exposition humaine réelle, pour une meilleure transposabilité des résultats.

e Développer des modeles intégratifs associant évaluation comportementale,
histopathologique et biochimique pour mieux appréhender les conséquences

neuroendocriniennes a long terme.
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Etudier la perturbation de la sécrétion de vasopressine par la neurohypophyse, liée
aux déséquilibres hydro-électrolytiques et troubles métaboliques.
Approfondir I’impact des néonicotinoides sur 1’axe hypothalamo-hypophyso-

surrénalien (HHS), notamment la régulation du cortisol et la réponse au stress.
’utilisation de marqueurs spécifiques du stress oxydatif et de I’inflammation,

permettrait d’enrichir la compréhension des mécanismes de toxicité.
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Annexe 1
. Matériel et réactifs
I.1 Réactifs

e Acétamipride pur 20% ;

e L’cau distillé

e Ethanol (70°, 80 °, 95 °et 100 °).
e Uréthane a 25%.

e Eukitt Specilab (résine synthétique de montage).
e Hématoxyline.
o Fixateur formaldéhyde & 10%.

e FEosine.

e Chloroforme.
e Xylene.
1.2 Appareillage
e Microtome (Leica).
e Automate spécial de traitement des tissus (LEICA)
e Automate spécial pour coloration de type AMOUS.
e Appareil d’inclusion.
e Plaque refroidissante (Leica).
e Etuve (Binder).
e Microscope photonique Zeiss Axzio.
e Bain marie.
e Hotte pour le montage de classe IlI.

1.3. Autre matériel

e C(Cassettes d’inclusion en plastiques.



Portes lames.

Lames porte objet et lamelles.
Graveur.

Paire de ciseaux.

Pinces.

Moule en métal.

Papier absorbant.

Trousse de dissection.

Cages.

Béchers.



Micropipette

¥ vy -

Microscope photonique de
type Zeiss Axzio

Trousse de dissection




Plan de travail Cassettes d’inclusion Automate spécial de
macroscopique en plastiques traitement des tissus (LEICA)

Appareil d’inclusion Démoulage des blocs Microtome de type
(Leedo) de paraffine LEICA

.‘l‘ [ e ;
Etalement de
ruban sur la lame

Etuve Binder




Automate spécial pour Hote de montage type 2.
coloration de type AMOUS.

: CD68, GFAP, P53.

Kit de révélation




Annexe 2

Tableau V : Evolution de poids des rats durant 1’expérimentation en (g)

Rat P : rat perfusé ; S : semaine ; SAC : sacrifice

lot RAT S1 S2 S3 S4 S5 SAC
Rat 01 168 195 220 238 250 262

Rat 02 168 180 207 222 220 220

ACE+B Rat 03 166 206 233 258 266 264
Rat 04 163 200 210 232 242 247

Rat 05 163 199 208 225 232 242

RAT P1 247 263 267 264 266 266

Rat 06 248 277 281 284 289 294

Rat01 238 272 302 309 322 326

Rat02 223 261 281 289 299 305

Rat03 230 268 289 300 306 324

ACE Rat04 263 293 322 332 343 356
Rat P2 255 278 297 300 307 307

Rat05 255 263 286 291 304 314

Rat06 260 282 306 311 340 338

Rat P3 157 194 223 247 248 248

Rat 1 237 267 280 284 292 286

Rat 2 237 242 248 248 253 248

™ Rat 3 150 202 230 237 251 252
Rat 4 150 181 194 220 230 228

Rat 5 160 175 181 189 189 178

Rat 6 160 200 220 223 235 232

Rat 01 270 283 300 303 309 302

Rat 02 268 282 300 311 314 314

Rat 03 270 287 316 324 335 333

T- Rat 04 261 274 287 301 303 300
Rat 05 290 298 330 335 332 338

Rat 06 257 257 290 296 305 308

Rat 07 275 275 288 294 296 300

Rat P4 280 293 307 309 315 315




Tableau VI : Les doses administré durant 1I’expérimentation

LOT nCage | nRat [Semaine Mo.yen de | Quantite 'ACE Volume pour dissoudre
poids (g) (mg)
5 165.66 1.65 mg/rat/jrs
) 2 ' 247.5 4.94 mg/rat/jrs
5 197.66 1.97 mg/rat/jrs
) 2 ? 270 2.7 mg/rat/jrs
ACE+B 4 5 3 218.5 2.185 mgl/rat/jrs 1ml d'eau distillé stérile
2 274 2.74 mglrat/jrs
5 238.83 2.382 mg/rat/jrs
) 2 ) 274 2.74 mg/rat/jrs
5 245.66 2.456 mg/rat/jrs
) 2 ° 2775 2.775 mg/rat/jrs
LOT nCage | nRat |Semaine Mo.yen de | Quantite 'ACE Volume pour dissoudre
poids (g) (mg)
3 230.33 2.30 mg/rat/jrs
2 4 1 258.25 2.58 mg/rat/jrs
3 267 2.67 mg/rat/jrs
? 4 ? 279 2.79 mg/rat/jrs
ACE , 3 5 290.66 2.906 mg/rat/jrs 1ml d'eau distillé stérile
4 302.75 3.027 mg/rat/jrs
3 299.33 2.993 mg/rat/jrs
2 4 ‘ 308.5 3.085 mg/rat/jrs
3 309 3.09 mg/rat/jrs
? 4 ° 3235 3.235 mg/rat/jrs

Exemple de calcule :

Lot ACE+B :

e Nombrederats: 5

e Poids moyen : 165,66 g




e Formule de calcul : (165,66 x 10) / 1000 = 1,65 mg/jour/rat
e Volume de gavage par jour par rat : 1 ml

e Durée: 5 jours

e Solution totale a préparer :

e 50ml— (5rats x 1 ml x 5 jours) x 2 (par €XCes)

e 82,5mg— (Srats X 1,65 mg x 5 jours) X 2 (par exces
Lot ACE :

e Nombrederats: 3

e Poids moyen : 230,33 g

e Formule de calcul : (230,33 x 10) / 1000 = 2,30 mg/jour/rat
e Volume de gavage par jour par rat : 1 ml

e Dureée: 5 jours

e Solution totale a préparer :

e 30ml — (3rats x 1 ml x 5 jours) x 2 (par exces)

e 69 mg — (3rats x 2,30 mg x 5 jours) x 2 (par exces)

Tableau VIII : Composition des bouchons alimentaires

Composant Teneur
Protéines (%) 20 %
Matieres grasses brutes (%) 4 %
Cendres brutes (%) 6,5 %
Cellulose brute (%) 55 %
Calcium (%) 1,1%
Phosphore (%) 0,8 %
Vitamine A (Ul/kg) 22 000
Vitamine Ds (Ul/kg) 2 200
Vitamine E (mg/kQg) 100
Sulfate de cuivre penta-hydraté (mg/kg) 8




Annexe3

I1. Calcules statistique

I1.1Comparaison entre les poids corporel finale :pes expérimentaux et le groupe Témoin a

des temps similaires est déterminée par ANOVA, qu’été traitée par le giciel SPSS. Les

différences étaient considérées comme statistiquement significative si P < 0,05.

ANOVA ACE+BVS T+

LOT3 LOT4
Somme des  ddl Carré F Sig.
carrés moyen
Intergroupes 1080,643 1 1080,643 1,344 0,269
Intragroupes 9646,571 12 803,881
Total 10727,214 13
ANOVA ACEVST-
LOT2 LOT1
Somme des ddl Carré F Sig.
carrés moyen
INTERGROUPES 414,405 1 414,405 1,547 0,236
INTRAGROUPES 3482929 13 267,918
TOTAL 3897,333 14
ANOVA ACE VS ACE+BROCOLI
LOT2 LOT 3
Somme des ddl  Carré moyen F Sig.
carrés
INTERGROUPES 16116,071 1 16116,071 37,269 0,000
INTRAGROUPES 5189,143 12 432,429

TOTAL

21305,214 13
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