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GLOSSAIRE

Ataxie : I’ataxie est l'incoordination des mouvements due a une atteinte du systéme nerveux

central sans atteinte de la force musculaire.

Biodisponibilité : quantité de principes actifs qui va passer dans la circulation sanguines et

vitesse a laquelle le passage se fait.

Fibrose : correspond a la transformation d'un tissu de notre corps en tissus fibreux ayant les
caractéristiques d'un tissu de soutien (tissus conjonctif). Elle est souvent rencontrée dans les

tissus subissant une inflammation chronique .

Hyperesthésie : L'hyperesthésie se traduit par une perception hors norme d'un stimulus en
particulier ou de différents stimuli qui, normalement, ne causent aucune douleur. Il s'agit

d'une intensité anormale de la sensibilité des sens.

Macula : est une jonction qui se trouve sur la surface de la cellule. Elle est soit circulaire soit

ovulaire.

Mydriase : correspond a I'augmentation du diamétre de la pupille par contraction du muscle

dilatateur de l'iris, dont les fibres sont radiales. C'est I'effet contraire du myosis.

Onchocercose : est une maladie provoquée par un parasite nommée onchocerca volvulus et

transmise par une simulie (petite mouche noir), sont non scientifique est simulium damnosum.

Scorbut : est une maladie due a une déficience en vitamine C qui se traduit chez 1'étre
humain, dans sa forme grave, par le déchaussement et la purulence des gencives, des

hémorragies, puis la mort.

Xeénobiotique : est une molécule chimique polluante et parfois toxique a I’intérieur d’un
organisme. Deux cas typiques de xénobiotiques sont les pesticide,et les médicament en

particulier les antibiotiques.


http://www.doctissimo.fr/html/dossiers/intestin/maladies-chroniques-intestin.htm
https://fr.wikipedia.org/wiki/Pupille
https://fr.wikipedia.org/wiki/Iris_(anatomie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Myosis

Résumé

La présente d’étude portée sur I’effet protecteur de la vitamine chez le lapin méale provient de
I’accroissement des lapins males de souche (INRA TOULOUSE 26-66) avec des lapins
femelles de race locale traité par un médicament vétérinaire I’ Avimec® dont la maticre active
est I’ivermectine pendant 21 jours.

Afin d’évaluer I’effet du traitement sur les marqueurs biochimiques de la fonction hépatique et
I’histologie du cceur nous avons répartis les lapins en quatre lots (contrdle (C), traité par
I’Avimec® « 10 mg/kg/pc », supplémenté par la Vit C « 200 mg/kg/pc » et le dernier groupe
traité par AV + vit C)

No résultats révelent des troubles et de signes de toxicité chez les animaux traités par I’AV avec une
baisse de poids corporel (2.83 £ 0.05) et du poids absolu (6.95 + 0.32 g) et relatif (0.24 + 0.02 g) du
cceur, une perturbation des paramétres biochimiques hépatiques a savoir : Glycémie, ASAT, ALAT, y-
GT respectivement (1.00 + 0.27, 16.00 £ 8.62, 13.16 = 7.40, 13.16). Témoignant une atteinte des

fonctions hépatiques, cependant la vitamine C a permet améliorer ces paramétres.

L’examen microscopique montre une altération importante du parenchyme cardiaque chez le
lot trait¢ par I'IVM comparativement aux témoins a savoir : hémorragie et extravasation
sanguine, phase aigilie inflammation, Phénoméne vasculo oxydative au premier plan, (Edémes,
Fibrines. Ces lésions sont moins importantes et la structure de la paroi cardiaque moins

désorganisé chez le lot traité par I’ivermectine et supplémenté par la Vit C.

On conclusion, notre présente étude révele que le traitement par une forte dose d’ivermectine
affecte le bilan hépatique et le parenchyme cardiaque. Alors que la co’administratio da la Vit C

permet de réduire ces atteintes.

Mot clés : Avimec® (ivermectine), Vitamine C, Bilan hépatique, Cceur, Histologie, Lapin

male.



Abstract

The presente study done on the protecting effect of the vitamin at the male of the rabbit comes
from the section of the males rabbits of ( INRA TOULOUSE 26-66) with the females rabbits
of the local origin treated by a veterinary drug 1> AVIMEC® in which the active substance is

ivermectin during 21 days .

In order to evaluate the effect of the treatment on the biochemical marquors of the hepatical
function and the histology of the heart, we have distributed the rabbits into four groups or
categories (control C, treated with I” AVIMEC® « 10 mg/ kg /pc » supplied by the vitamin C
«200 mg /kg /pc » and the last category treated by AV + vit C).

Our results reveal troubles and signs of toscity at the animals treated by I’AV with a corporal
how weigh at (2.83 £ 0.05) and the absolute weight (6.95 £+ 0.32 g) and the relative (0.24 +
0.02 g) of the heart , a perturbation or a disturbunce oh the biochemical parameters Glycémie
(1.00 £ 0.27), ASAT(16.00 £+ 8.62) , ALAT (13.16 + 7.40) , y-GT (13.16 + 4.33). Witnessing
an hepatical achievement function, so the vitamin C has their allowed the amelioration and

improvement of these parameters

The microscopic escams shour an important alteration of the cardiac parenchyma at the
category Treated by I'IVM comparotively at the witnesses to know: hemorage and
esctravasation of the blood and the aigile phase inflamation, vasculo ascydative phenomenon
at first plan, oedemed , fibrines , these lisions are less important and the structure of the heart
cardiac wall less disorganizead at the category treated by the ivermectine and supplied by

vitC.

At the conclusion, our presente study shows and reveales that the treatment by a big or strong
dose of the ivermectine effects the hepatique balance sheet and the cardiac parenchyma, while

the co administration of Vit C allows the reduction of the effect.

Keywords : Avimec® ( ivermectine ) , Vitamin C , Hepatic check , Heart , histology , male

rabbit .
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INTRODUCTION

La production animale est indissociable de la santé humaine. C’est pourquoi le
médicament vétérinaire doit garantir une parfaite innocuité pour le consommateur des denrées
alimentaires issues des animaux traités. En usage vétérinaire, les lactones macrocycliques
constituent la classe thérapeutique la plus utilisée chez les animaux de rente dans la lutte
antiparasitaire (Kiki-Mvouaka, 2009).

L’ivermectine est une avermectine appartenant aux lactones macrocycliques, ¢’est un
médicament antiparasitaire utilisé pour traiter des parasitoses, comme la gale (Bassissi et al.,
2004 ; Bitar et al., 2012 ). Plusieurs études ont montré 1’effet néphrotoxique hépatotoxique
ainsi qu’une accumulation de ces molécules dans le plasma et les organes causant ainsi un stress
oxydatif a I’origine des Iésions tissulaires histopathologiques (Hernando et al., 2007 ; Bitar
etal., 2012 ; khaldoun et al., 2015 ).

Cependant, plusieurs molécules ayant un pouvoir antioxydant peuvent étres utiliser
comme antioxydant réduisant ainsi les Iésions et les atteintes tissulaires et parmi ces molécules
figure les vitamines. La vitamine C ou acide ascorbique est un antioxydant hydrosoluble c’est
le plus puissant agent réducteur physiologique car il inhibe la formation des nitrosamines, et
augmente 1’absorption du fer et renforce les effets immunitaires et anti-infectieux (Combs ;
2008).

Dans cette étude nous nous intéresserons d’une part a 1’étude de I’effet toxique d’une
formulation de 1’ivermectine ’AVIMEC® sur les paramétres biochimiques de la fonction
hépatique et I’histopathologie du cceur chez le lapin male et d’autre part rechercher 1’effet
protecteur possible d’une supplémentation de la vitamine C.

Pour cela nous nous proposons tout d’abord un premier chapitre qui s’intéresse a une
¢tude bibliographique recueille des généralités sur le systéme cardiovasculaire, plus
précisément, le ceeur son anatomie, sa physiologie et ses fonctions, 1’acide ascorbique et les
médicaments vétérinaires et 1’ivermectine. Un deuxiéme chapitre décrit le Protocol
expérimentale, I’étude pharmacotoxicologique comportant 1’administration du produit, co-
administration de la vitamine C, sacrifice des animaux et les prélevements sanguin et des
organes....etc.

Enfin, dans un troisieme chapitre, une présentation des résultats et une discussion
générale de l’ensemble des résultats de 1’é¢tude pharmaco-toxicologique, suivis d’une

conclusion sont donnés.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Parasitose

Références :
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- Bitar D, Thiolet J, Haeghebaert S, et al. (2012). La gale en France entre 1999 et
2010: augmentation de I‘incidence et implications en santé publique. Ann
Dermatol Venereol.;139:428 1 34.
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I- Systeme cardiovasculaire
Le systéme cardiovasculaire (SCV) est composé d’une double pompe (le cceur), d’un liquide
circulant (le sang) et de deux circuits de transport : la circulation systémique qui permet la
distribution des nutriments et de Ioxygene (O2) vers les différents organes, excepté les
poumons, et la circulation pulmonaire qui permet au sang d’étre réoxygéné au contact des
alvéoles pulmonaires et débarrassé du dioxyde de carbone (CO2). Ces circulations sont
composées de deux réseaux : le réseau artériel qui transporte le sang du cceur vers les tissus et

le réseau veineux qui transporte le sang des tissus vers le cceur (Dauzat, 2002).
Le systéme cardiovasculaire assure :

» D’approvisionnement des cellules en oxygene et nutriments.
» 1’évacuation du CO2 et autres déchets métaboliques.
la transmission d’information en véhiculant les hormones.

la régulation de la température corporelle ;

YV V V

la défense de l’organisme en assurant le transport des anticorps et des cellules

immunitaires comme les lymphocytes (Gerreschi, 2013).

1. Vaisseaux sanguins

1.1 Structure histologique
La paroi de tous les vaisseaux est de couleur jaune. Dans les artéres et les veines, elle est
constituée des mémes ¢léments, mais leur importance relative varie selon le type de
vaisseau, ce qui leur confere des propriétés caractéristiques spécifiques. La paroi des
capillaires est beaucoup plus simple (Lacour et Belon, 2016).
Les parois des vaisseaux sanguins les plus importantes sont formées de trois épaisseurs
(Figure 1) :
_ Pintima, composée d’une couche de cellules endothéliales plates qui recouvrent une fine
couche de cellules endothéliales de 1’intima sont en contact direct avec le sang.
_ La media, délimitée de chaque coOté par une couche de tissu €lastique (la limitante
¢lastique interne et la limitante élastique externe) et composée d’une couche circulaire de

muscle lisse contenant de 1’¢lastine et du collagene. Le muscle lisse de la media est



innervé par fibres nerveuses sympathique. La media fournit la force mécanique
nécessaire aux vaisseaux sanguins.
_ L’adventice, qui est une couche de tissu conjonctif permettant de fixer les vaisseaux

sanguins en place (Pocock et Richards, 2004).

L lumICEe -~ endothélium
limitante élastiqgue = = intima
intere ——
e media

limitante élastique (5=
externe

\H___,—“/advenﬁce

Figure 1 : Structure de la paroi vasculaire (Gerreschi, 2013).

2. Cceur
2.1 Morphologie et anatomie

Le cceur est un organe contractile assurant la circulation sanguine ; Il repose sur le diaphragme,
pres du centre de la cage thoracique dans le médiastin, compris entre les deux poumons, le deux
tiers environ de sa masse se trouve a gauche du plan médian du corps. C’est un muscle strié
creux, mesurant 12 cm sur 9 cm a son point le plus large et pesant entre 250 et 300 g ; séparé
en deux moitiés indépendantes (droite et gauche). Sa partie droite contient du sang pauvre en
oxygeéne et assure la circulation pulmonaire ; sa partie gauche renferme du sang riche en
oxygene et le propulse dans tous les tissus. Chacune des moitiés comporte une oreillette et un
ventricule qui communiquent par des valves d'admission qui, a 1'état normal, laissent passer le
sang uniquement de l'oreillette vers le ventricule. Il existe aussi des valves d'échappement qui
assurent la communication entre le ventricule droit et l'artére pulmonaire (valve pulmonaire),
ainsi qu'entre le ventricule gauche et 'artére aorte (valve aortique). Ces deux valves se trouvent
a l'entrée de l'aorte et de l'artére pulmonaire respectivement. On peut observer, la base du cceur,

le sillon coronarien qui sépare les deux atriums au-dessus et les deux ventricules en dessous, et



les deux sillons interventriculaires antérieurs et postérieurs qui séparent les deux ventricules

(Figure 2) (Tortora et Derrickson., 2009 ; Lacour et Belon., 2016).
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Figure 2 : Anatomie du cceur et des vaisseaux associés (Cabasson, 2008).

2.2 Histologie de la paroi du cceur
La paroi du cceur comprend trois tuniques, soit, de 1’extérieur vers 1’intérieur, le péricarde, le

myocarde et ’endocarde (Figure 3).

v’ Le péricarde : ¢’est la tunique externe de la paroi. Mince et transparent, il est composé
de mésothélium et d’un délicat tissu conjonctif qui rend la texture de la face externe du
cceur lisse et glissante.

v" Le myocarde : est composé de tissu musculaire cardiaque ; il constitue I’essentiel de la
masse du cceur, et ne se rencontre d’ailleurs que dans cet organe. Grace a sa structure et
sa fonction spécialisées, il assure 1’action de pompage du cceur. Les myocytes cardiaque
possedent une activité involontaire, striés et ramifiés avec un ou deux noyaux centraux

entourés d’une zone de cytoplasme périnucléaire. Les extrémités des myocytes



adjacents sont unies par des digitations traverses irrégulieres appelées disques
intercalaires. ils contiennent également des jonctions communicantes qui permettent
aux potentiels d’action de se propager d’un myocyte cardiaque a I’autre.

v" L’endocarde (endo : dedans) est le tissu le plus interne des parois cardiaques, comprend
un endothélium simple. Il tapisse I’ensemble des cavités cardiaques. ainsi que les
différentes valvules. L’endocarde est en continuit¢ avec 1’endothélium des gros

vaisseaux sanguins (Tortora et Derrickson, 2009 ; Anthony et al ; 2015).
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Figure 3 : Structure histoloique dela paroi cardiaque (Tortora et Derrickson, 2009).
2.3 Cavités cardiaques

Le cceur renferme quatre cavités : deux oreillettes, ou atriums, et deux ventricules. Chacune de
ces cavités est tapissée d’un endocarde qui permet au sang de circuler aisément a travers le
cceur. Les oreillettes contribuent peu a I’action de pompage du ceeur. Les ventricules, dont la
paroi est €paisse constituent les pompes proprement dite du cceur (Tortora et Derrickson,

2009).



2.4 Role des cavités cardiaques

2.4.1 Atrium droite
L’oreillette droite est le confluent du sang veineux chargé en CO2, provenant des deux veines

caves, et joue le role d’un réservoir au cours de la systole, Conduit lors de la protodiastole.

2.4.2 Atrium gauche
L’atrium gauche joue le role :
» d’un réservoir permettant le stockage systolique du sang pour le remplissage du
ventricule pendant la diastole.
» D’un conduit lors du passage diastolique du sang venant des veines pulmonaires a

travers I’atrium pour aller vers le ventricule gauche.

2.4.3 Ventricule droit

Le r6le du ventricule droit a longtemps été considéré comme négligeable. En fait, les progres
dans la compréhension de la physiologie cardio-vasculaire ont permis d'établir le role
prédominant du ventricule droit dans le maintien des basses pressions dans la circulation

artérielle pulmonaire.

2.4.5 Ventricule gauche
Le ventricule gauche joue le role de pompe systolique permettant de pomper le sang dans le

systeme vasculaire de maniere rythmique. En diastole il se remplit de sang (Aziouaz, 2013).
2.5 Physiologie Cardiaque

2.5.1 Gros vaisseaux et circulation sanguine

L’oreillette droite regoit le sang désoxygéné par trois veines, c’est-a-dire les vaisseaux sanguins
qui retournent le sang au cceur. La veine cave supérieure ramene le sang principalement des
parties du corps qui se trouvent en- dessus du cceur ; la veine cave inférieure ramene le sang
surtout des parties du corps qui se trouvent en- dessous du cceur ; et le sinus coronaire achemine
le sang provenant de la plupart des vaisseaux qui approvisionnent la paroi du cceur. A partir de
I’atrium droit le sang passe dans le ventricule droit, puis il est envoyé dans les deux poumons,

via le tronc pulmonaire qui se divise en artére pulmonaire droite et gauche. Apres



d’étre oxygéné, le sang retourne au coeur par les quatre veines pulmonaires, qui débouchent
dans I’atrium gauche. Il passe dans le ventricule gauche, puis est expulsé dans I’aorte qui assure

la distribution dans tous les tissus (Tortora et Derrickson, 2009 ., Lacour et Belon., 2016).

2.5.2 Rythmicité cardiaque

Chaque battement du cceur entraine une séquence d’événements mécaniques et €lectriques
collectivement appelés la révolution cardiaque. Celle-ci consiste en trois étapes majeures : la
systole auriculaire, la systole ventriculaire et la diastole (Figure 4).

La diastole est la relaxation de toutes les parties du coeur, permettant le remplissage passif des
ventricules et I’arrivée de nouveau sang.

Dans la systole auriculaire, les oreillettes se contractent et projettent le sang vers les
ventricules. Une fois le sang expulsé des oreillettes, les valvules auriculo-ventriculaires entre
les oreillettes et les ventricules se ferment. Ceci évite un reflux du sang vers les oreillettes. La
fermeture de ces valvules produit le son familier du battement du ceeur.

Enfin, La systole ventriculaire, implique la contraction des ventricules expulsant le sang vers
le systéme circulatoire. Une fois le sang expulsé, les deux valvules sigmoides - la valvule

pulmonaire a droite et la valvule aortique a gauche — se ferment (Cabasson, 2008).

Oreillette
droite

Oreillette T
gauche one:
Aorte pulmonaire

Valve

mitrale Valve

mitrale

Valve
pulmonaire

Venlricule
\ droit
Valves
semi-
lunaires

Ventricule
gauche

Valve tricuspide : :
b) Systole auriculaire

a) Diastole c) Systole ventriculaire

Figure 4. Les trois étapes de la circulation sanguine : a) Diastole (repos); b) Systole auriculaire
(contraction des oreillettes), ¢) Systole ventriculaire (contraction des ventricules) (méthot,

2008).



2.5.3 Potentiels pacemaker

Toutes les cellules du myocarde peuvent présenter une activité électrique dans des conditions
appropriées, ¢’est-a-dire qu’elles sont toutes des cellules possédant un potentiel de stimulation
cardiaque. Normalement, seules les cellules du nceud sinusal présentent une telle activité. Ces
cellules sont localisées dans la paroi de I’oreillette droite a 1’ouverture de la veine cave
supérieure (le noceud sinusal ou pacemaker). En absence d’un influx nerveux extrinséque, les
cellules du nceud sinusal impriment au cceur une fréquence d’environ 100 battements par minute
; les potentiels d’action des cellules du nceud sinusal sont relativement faibles, conduisant
lentement les dépolarisations induites par le mouvement des ions calcium vers 1’intérieur de la

cellule (Figure 5) (Pocock et Richards, 2004).

n
P T
o p— N
Onde P Complexe QRS

Neeud sinusal
(Pacemaker)

Noeud auriculo*
ventriculaire

Le neeud sinusal génére un influx L’influx électrique atteint le Repolarisation
oL . \ nceud auriculo-ventriculaire et

¢lectique qui se propage a travers descend a travers le réseau de des ventricules
les oreillettes et génére leur Purkinje permettant la

. c . dépolarisation des ventricules
dépolarisation.

Figure 5 : Etapes successives de dépolarisation/repolarisation du coeur qui se traduisent sur le

plan électrocardiographique par différentes ondes P, Q, R, S, et T (Guerreschi, 2013).




2.6 Cellule musculaire cardiaque

Les cardiomyocytes sont des cellules excitables et capables d’une contraction rythmique
autonome. Elles forment la majorité des cellules du myocarde.

Les cardiomyocytes ont une forme cylindrique bifurquée possédent un ou deux noyaux centrale.
Ils sont associés les uns aux autres par des stries scalariformes formant un réseau
tridimensionnel de travées musculaires anastomosées a orientation spiralée. Les stries
scalariformes sone des jonctions complexes formées d une portion transversale comprenant des
jonctions de type macula et fascia adherens, respnsables de cohésion entre les cellules, et une
portion latérale formée de nexus (jonctions communicantes) a 1’origine du couplage ionique

entre les cardiomyocytes et responsables de leur fonction syncytiale (Gérard tachdjian et al .,

2016).

Strie
scalariforme

Cardiomyocyte
binucléé

Endomysium Capillaires
et globules rouges

Figure 6 : Coupe histologique transversale au niveau du myocarde (Gérard tachdjian et al .,

2016).

2.7 Contraction musculaire

L’appareil contractile est analogue a celui des cellules striées squelettiques ; cependant, le
sarcolemme et plus fin et le systtme canaliculaire et moins important. Le réticulum
sarcoplasmique se termine par des citernes présentent d’un c6té ou de 1’autre des tubules T qui
sont située au niveau des stries Z. L’ensemble formé d’un tubule T et une citerne terminale

correspond a une diade, il existe une diade par sarcomere. Les cardiomycytes s’iserent par leurs



extrémités sur I’anneau fibreux du cceur, permettant des contractions atriales et ventriculaires
indépendantes (Gérard tachdjian et al., 2016).

Sarcomere -

Citerne terminale

Diade
Tubule T

Figure 7 : Systéme canaliculaire et diade (Gérard tachdjian et al., 2016).
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Tubule T
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Figure 8 : Cardiomyocyte et systeme contractile (Gérard tachdjian et al., 2016).
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2.7 Pathologies cardiovasculaires
Les principales maladies du cceur sont :

v P’athérosclérose : est une association de remaniements de I’intima des artéres de gros
et moyen calibre consistant en une accumulation focale de lipide, glucide complexes,
de sang et de dépots calcaires, avec remaniement du média.

v HTA (hypertension artérielle), Le plus souvent 'HTA est a la fois systolique et
diastolique, elle peut étre purement diastolique (parfois) ou systolique (rarement).

v' Insuffisance cardiaque : est I’incapacité du cceur a fournir le débit sanguin nécessaire
au fonctionnement optimal des différents organes et/ou pression de remplissage du
ventricule gauche excessive.

v' Cardiopathie : comme les cardiopathies congénitales, Les péricardites sont des

inflammations du péricarde, les myocardites les inflammations du myocarde.
Les atteintes spécifiques des valves cardiaques sont appelées valvulopathies ; Les

myocardiopathies sont, les atteintes du muscle cardiaque d’origines diverses (Anthony et al,

2015., Berthelot et al., 2015).
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1I- Géneéralité sur I’lvermectines (AVIMEC®)

1. Lactones macrocycliques

Les molécules de cette famille sont des antibiotiques du groupe des macrolides. Elles sont
produites par hémi-synthese a partir de composants d’origine naturelle. Elles font partie des
dernieres molécules mises sur le marché. Elles possédent un spectre d’activité treés large et leur

rémanence leur confére des propriétés intéressantes (Albérich ,2014).

Les Lactones Macrocycliques (LM) comprennent deux familles chimiques : Les avermectines
(abamectine, ivermectine, doramectine, eprinomectine et la selamectine) et les milbemycines

(nemadectine, Moxidectine, d-milbemycine, etc.) (Figure 9) (Khaldoun et al ., 2013).

Lactones macrocycliques

/ \

MILBEMYCINES AVERMECTINES
Streptomyces Streptomyces Streptomyces
cyanogriseus hygroscopicus avermitilis

NEMADECTINE MILBEMYCINE / \
OXIME DORAMECINE AVERMECTINE
l (Mutation génétique)
MOXIDECTINE

SELAMECTINES

IVERMECTINE EPRINOMECTINE

Figure 9 : Principales lactones macrocyclique (kiki-mvouaka, 2009).
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2. Avermectines

A partir de 1975, la recherche sur les antiparasitaires s’oriente vers des substances d’origine
naturelle, radicalement différentes et novatrices conduisant a la découverte des endectocides.
Un échantillon provenant du sol collecté a Kawana (Ito City, Japon) par des chercheurs de
I’institut Kisatato montre une activité antiparasitaire remarquable dans un test in vivo sur des
souris infestées par Nematospiroides dubius, un nématode résistant aux anthelminthiques
classiques utilisés, c’est-a-dire les benzimidazoles.

L’agent actif isolé¢ présentae une action contre les endoparasites (nématodes) et les
ectoparasites (acariens, insectes), d’ou le nom choisi pour cette famille : avermectines (a : anti,
verm : ver, ect : ectoparasites, in : produit pharmaceutique).

L’innovation découle de la capacité des composés de cette famille a traiter et a éliminer les

endoparasites et ectoparasites (Bengone-Ndong et Alvinerie., 2004 ., kiki-Mvouaka, 2009).

Jusqu’en 1993, aucune nouvelle avermectine n’est découverte. Cependant, un programme
d’amélioration de cultures a permis la production de nouvelles avermectines par biosynthése
mutationnelle (génie génétique). Tous ces composés ont été confrontés in vitro a une grande
variété de parasites et les meilleurs ont été testés in vivo sur des animaux de laboratoires. Les
produits les plus intéressants ont ét¢ développés. C’est ainsi que la doramectine a été découverte
; puis la sélamectine vers I’année 2000, dérivé semi-synthétique de cette derniere, qui offre une
activité antiparasitaire et une innocuité trés intéressante pour les chiens et les chats (Bishop et

al ., 2000).

2.1 Structure chimique
Les composés de la famille des avermectines sont issus de la culture de Streptomyces
avermitilis. Huit composés naturels ont été isolés : Ala, Alb, A2a, A2b, Bla, Blb, B2a et B2b.
Les composés A possedent un groupement méthoxyle sur le carbone numéro 5, alors que les
composés B portent un groupement hydroxyle. La liaison entre les atomes de carbone 22 et 23
est double dans le cas des composés 1 ; elle est simple dans la structure des composés 2, avec
en plus un groupement hydroxyle sur le carbone 23. Enfin, les composés a possedent un
substituant butyle en position 25 alors qu’il s’agit d’un isopropyle dans le cas des composés b

(Figure 10) (Sebbag, 2011).

13



R1 R2 X
OCH,

CoHs
CHs

~CHyCHOH-
~CH=CH-

oo N - m

Figure 10 : Structure comparée des avermectines (Sebbag, 2011).

2.2 Mode d’action
Le mode d’action des avermectines n’a €té connu que progressivement a cause de
I’hétérogénéité des tests et des études réalisées (différents modéles animaux, protocoles et

doses). 1l est unique, lent, spécifique et fait intervenir le systéme glutaminergique (Figure 11).

2.2.1 Action sur la transmission nerveuse

Les arthropodes, les nématodes et les invertébrés en général sont constitués d’un systéme
neuro-inhibiteur qui fait intervenir différents types de récepteurs dont celui de I’acide gamma
amino butyrique (GABA). Les effets antiparasitaires connus sont : une paralysie des muscles
pharyngiens et des muscles somatiques du parasite ou de 1’insecte.
En effet, les avermectines agissent sur la transmission nerveuse au niveau des canaux ionique
des membranes cellulaires, en se fixant sur les canaux chlorure GABA-dépendants (acide
gamm-aminobutyrique) et sur les canaux chlorure glutamate-dépendants, Elles entrainent un
influx des ions négatifs et accroissent la perméabilité des muscles de la membrane des cellules
nerveuses aux ions chlorure. Cette hyperpolarisation bloque toute activité nerveuse et entraine
une paralysie flasque. Les neurones concernés se situent au niveau de la jonction inter-
neuronale chez les nématodes et au niveau de la jonction neuro-musculaire chez les arthropodes

(Figure 11).
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Les plathelminthes (trématodes et cestodes) ou vers plats sont insensibles a 1’action des
avermectines car ils ont un systéme nerveux moins développé et ne possedent pas les récepteurs
au glutamate similaires a ceux des nématodes et arthropodes sur lesquels se fixent les

avermectines (Hejmadi et al., 2000., Lamb et al., 2003., kiki-Mvouaka ,2009).

2.2.2 Action sur le cycle du parasite
Elle est reliée a la fois a I’action intrinseéque du médicament sur le parasite et a la présence des
concentrations significatives en terme de niveau et de durée sur le site d’action. On note dans
le cas de I’ivermectine une action relativement délétére sur les fonctions de reproduction du
parasite. Une inhibition de la ponte chez les femelles adultes, des organes reproducteurs
femelles, de la mue pour les stades nymphaux et une inhibition des récepteurs au glutamate des

muscles et des ont été signalées chez Ascaris suum (Fellowes et al., 2000).

@
@ Glutamate
Interneuron /
@ terminal ‘e
i 4 )\
Avermectin = @ v
A D)
@ "=
| - 4 Glutamate
=i x = A binding site
%
X Aver tin
Motorneuron binding site
terminal Glutamate gated

chloride channel

5 N

Figure 11 : Mode d’action des avermectines sur les canaux chlorures glutamate-dépendants

des invertébrés (Omura, 2007).
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3. Ivermectines

C’est une lactone macrocyclique fabriquée a partir d’'un mélange de deux avermectines
(antibiotiques de type macrolide), isolées a partir de la souche d’ un actinomycete.
« Streptomyces avermitilis ». C’est un Agent antiparasitaire mondial actif contre les endo et
ectoparasites, issu du domaine thérapeutique vétérinaire. En outre, il a été démontré que
l'ivermectine atteint les parasites du contenu gastro-intestinal et du plasma ; c’est une substance
fortement lipophile et se dissolve dans la plupart des solvants organiques (Bohand et al ., 2004 .,

Khaldoun et al ., 2015).

3.1 Structure chimique
L’ivermectin (IVM) est un mélange des deux composés homologues 22,23 dihydroavermectin
Bla (au moins 80%) et 22,23-dihydroavermectin B1b (pas plus de 20%), de masse molaire
875,10 g/ mol (Giannetti et al ., 2011 ; Bruyére et al., 2013).
Elle est caractérisée par une structure macrocyclique a hétérocycles lactoniques associés a 2
hexoses. Le cycle furane et le groupement hydroxyl du macrocycle sont essentiels a 1’activité
de ce composé. Par ailleurs, les constituants liposolubles favorisent la persistance du composé

dans I’organisme sans modifier son activité (figure 12) (Travers-Moussinet, 2012).

Bla R=-CH,CH,
B1b R=-CH,

Figure 12 : Structure générale de I’ivermectines (Bla et B1b) (Albérich, 2014).
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3.2 Pharmacocinétique des avermectines

La pharmacocinétique permet d’étudier I’évolution de la concentration du médicament en
fonction du temps aprés son administration dans ’organisme. Elle est composée de quatre
phases principales: I’absorption, la distribution, la biotransformation et métabolisme (Figure
13) (Albérich, 2014). La pharmacocinétique des avermectine y compris I’ivermectine est
favorable avec une bonne biodisponibilité (50 %), un Tmax de quatre heures, une demi-vie
plasmatique de 12 a 16 heures et un métabolite actif a longue demi-vie (72 heures) (Monsel et

al., 2013).

Facteurs influengant

L’absorption:
I ABSORPTION ‘ La voie d’administration,
i' Forme galénique,
Espeéce cible,

Fixation a I’albumine et aux
lipoprotéines

3

Foie Large,
Tissus adipen oy DISTRIBUTION extensive
Foie ¥— METABOLISME Faible
Tissu adipeux/ i
' EXCRETION | Lente

7\

Féces (90%) Urine (<2%)

Figure 13 : Pharmacocénitique des avermectines (Hennessy et Alvinerie, 2002).

17



3.2.1 Absorption

L’ivermectine est bien résorbée par toutes les voies d’administration (orale ou injection sous
cutanée). L’absorption de I’ivermectine serait significativement augmentée (environ 2.5 fois
plus que chez le sujet a jeun) apres un repas riche en matiéres grasses (Develoux, 2004). Malgré
tout, il est toujours conseillé d’ingérer I’ivermectine a jeun.

Plusieurs facteurs peuvent influencer la biodisponibilité de I’avermectine, notamment la forme

galénique, 1’espece cible et la voie d’administration (Eraslan et al., 2010).

3.2.2 Distribution
L’ivermectine se lie a 1’albumine et aux lipoprotéines plasmatiques transportant le
cholestérol, notamment aux HDL (High Density Lipoprotein) (Bassissi et al, 2004). Chez les
patients hyperinfestés, souffrant d’hypoalbuminémie, la pharmacocinétique et la distribution de
I’ivermectine dans 1’organisme sont modifiées. En effet, en cas d’hypoalbuminémie,
I’ivermectine libre dans le plasma est éliminée plus rapidement et est ainsi beaucoup moins

active (Travers-Moussinet, 2012).

3.2.3 Métabolisme

L’ivermectine est métabolisé dans le foie via un cycle entéro-hépatique, ce qui augmente la
durée d’action de la molécule mais aussi la persistance de ses résidus (Travers-Moussinet
,2012) ; Compte tenu de leurs caractéristiques physicochimiques qui leur conférent un statut
fortement lipophile, le comportement des lactones macrocycliques dans 1’organisme se
caractérise par une longue rémanence, un grand volume de distribution ainsi qu’une longue
persistance dans le corps a des concentrations biologiquement actives. Elles ont une forte
affinité pour les tissus riches en graisses tels que le foie et les graisses (tissus adipeux) elles-

mémes (Albérich, 2014).

3.2.4 Elimination
L’ivermectine est ¢liminée majoritairement par voie fécale, en une douzaine de jours, aprés

métabolisation hépatique. Moins de 1 % est éliminée par voie urinaire (Bruyére et al., 2013).
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3.3 Utilisation des ivermectines

Les lactones macrocycliques ont d’abord été développées en thérapeutique vétérinaire et leur
utilisation a été plus tard élargie a la thérapeutique humaine. Leur succes repose sur leur activité
a large spectre : elles sont efficaces a la fois contre les endo- et les ectoparasites mais aussi pour
leur facilité d’utilisation et leur innocuité. L’ivermectine a été la premiére LM commercialisée
et elle est encore a 1’heure actuelle la plus utilisée (Albérich, 2014).

> En médecine humaine : I’ ivermectine est utilisée dans les traitements de masse afin
de lutter contre I’onchocercose, Le traitement par I’ivermectine de plusieurs dizaines
de milliers de personnes, sous le controle de 1’Organisation Mondiale de la Santé, a
permis de diminuer considérablement le développement de cette maladie ;elle est aussi
utilisé dans le traitement des gales (Geary, 2005).

> En médecine vétérinaire : elle est utilisée pour les animaux de compagnie et surtout
en élevage dans la prévention et le traitement des troupeaux contre les infections par
les nématodes gastro-intestinaux. L’ivermectine est aussi utilisée dans la lutte contre
les insectes (Hassan et al ., 2010).

> En en agriculture : I’ivermectine elle est utilisée comme pesticide et comme agents

phytosanitaire dans le secteur agricole (Omura et al ., 2004).
3.4 Surdosage et toxicité des lactones macrocyclique

Les LM présentent une faible toxicité aux doses thérapeutiques qui sont de 1’ordre de 200 a
500 pg/kg en dose unique. L'utilisation de lactones macrocycliques chez des mammiféres en
bonne santé ne semble pas présenter de risques importants ;

Lors de surdosage, Les signes couramment rapportés lors d’intoxication incluent de 1’ataxie,
des plaintes, une désorientation, une hyperesthésie, une mydriase.

Dans les cas les plus séveres, le patient est tres agité et convulse, puis on observe une faiblesse
généralisée, qui aboutit parfois au coma et a la mort du patient.

Les signes d’intoxication se manifestent généralement dans les 3 heures suivant
I’administration d’ivermectine.

Chez les mammiferes, deux mécanismes concourent a la faible toxicité et a la grande innocuité
des endectocides. En effet, les cibles des endectocides chez les mammiféres sont les canaux
chlores gabaergiques, canaux moins sensibles a I’ivermectine que les canaux chlore dépendant
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du glutamate présent de maniére diffuse chez les invertébrés. Chez les mammiferes, les cibles
de la toxicité de I’IVM sont les récepteurs au GABA (neurotransmetteur inhibiteur) localisés
dans le SNC qui lui-méme est protégé par la P-gp qui joue un role majeur dans la protection du
cerveau, notamment contre les xénobiotiques. Elle est située sur la face apicale des cellules
endothéliales de la barriere hémato-encéphalique. Cependant, I’ivermectine peut étre toxique
chez les animaux déficients en P-gp, par une accumulation anormale de I’ivermectine au niveau

du cerveau (kiki-mvouaka , 2009., Travers-moussinet ,2012., Chosidow, Gendrel., 2015).

Drug efflux
Plasma
membrane
QOOOOOOOOOO00 QOO0ODOOOO0000
l/ /// \l
/
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ATP-binding £t '
2 toposide
domain Daunomycin
Taxol
Vinblastine

Figure 14 : Structure De La P-Gp constitué par deux domaines
transmembranaires formant un pore comprenant d’un six segments en hélice a insérée dans la
bicouche lipidique, ainsi deux domaines intracellulaires impliqués dans I’hydrolyse de I’ATP

situé¢ dans le cytoplasme (Chu ,2013).
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III-  Généralités sur les vitamines

Les vitamines sont des substances organiques actives, vitale, indispensables en infime quantité
a la croissance et le bon fonctionnement de I’organisme. Elles sont un groupe de substances
chimiques trés hétérogénes qui participent comme cofacteurs dans les réactions
enzymatiques et dans les échanges des membranes cellulaires. L’organisme humain n’est pas
capable de les synthétiser.

Le terme « vitamine » vient du latin « vita » qui signifie vie, et du suffixe « amine » ; les
Chimistes croyant pouvoir classer ce type de substance parmi les amines, ce qui s’avéra faux

par la suite (Sperte, 2016).

Elles sont subdivisées en deux groupes en fonction de leur solubilité : Les vitamines sont
classées en deux groupes selon leur solubilité :
- Les vitamines liposolubles (A, D, E et K) se rencontrent principalement dans les
aliments riches en graisse et peuvent étre stockées dans les tissus graisseux et le foie.
- les vitamines hydrosolubles (B1, B2, B3, B5, B-, B8 B9, B12 et C) soluble dans I’eau.
elles sont présentes dans toutes sortes d’aliments.
Cette différence de solubilité a des conséquences sur le métabolisme des vitamines, en

particulier sur leur absorption et leur stockage (Médart, 2009).

1- Acide ascorbique

1.1 Structure

11 s'agit d'un compos¢ a six carbones reli¢ structurellement au glucose. Sa formule chimique est
CsHsOe. 11 posséde une fonction ene-diol, deux fonctions alcool et une fonction lactone qui unit

les carbones Ci et Cy4 (figure 15) (Elias et Oputiri, 2013).
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Figure 15 : Structure chimique de I’acide ascorbique (Sekli-Belaidi, 2011)

La molécule d’acide ascorbique, sous sa forme réduite, 1’ascorbate agit comme un anti oxydant
puissant car la double liaison carbone-carbone lui permet de libérer jusqu’a deux H+ et deux e-
. Lorsqu’il exerce sa fonction de réducteur, il est oxydé en déhydroascorbate , en passant par
une forme intermédiaire de semi-déhydroascorbate qui peut agir en tant que donneur ou

accepteur d’électron (Gilbert, 2009).

1.2 Biosynthése chez les animaux

Dans le régne animal, la voie de biosynthése de 1’acide ascorbique est unique, chez les
mammiferes la synthése s’effectue au niveau du foie. L’étude de cette voie de biosynthése a pu
étre réalisée grace a I’utilisation de molécules radio marquées chez le rat. L’UDP-D-
glucuronate est formé a partir d’UDP-D-glucose par 1’action de 1’UDP-glucose
pyrophosphorylase. L’UDP-glucose déshydrogénase catalyse la réaction suivante qui va avoir
pour produit le D-glucuronate qui sera alors réduit en L-gulonate par la glucuronate réductase.
Le L-gulonate est converti en L-gulono-1,4-lactone par gulonolactonase. La derniere réaction
fait intervenir la L-gulonolactone oxydase, enzyme associée a la membrane du réticulum
endoplasmique, qui va oxyder le L-gulono-1,4-lactone pour donner I’acide L-ascorbique

(Figure 16) (Linster et van Schaftigen, 2006).
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Figure 16 : Voie de biosynthese de I’ascorbate chez les animaux (Linster et Schaftigen, 2006).

Ces réactions sont catalysées par les enzymes suivantes: 1, UDP-glucose pyrophosphorylase;
2, UDP-glucose déshydrogénase; 5, P-glucuronidase; 8, L-gulonolactone oxidase; 9,

gulonolactonase; 10, L-gulonolactone oxidase.
1.3 Source

La vitamine C est présente dans tous les végétaux frais ; particulicrement dans les fruits

(agrumes, fruits rouges) et les Iégumes vert. Pour assurer la couverture des besoins quotidiens

en vitamine C ; Les reins et le foie sont de bonnes sources d'origine animale de 1’acide

ascorbique.

Comme supplément, la vitamine ¢ est disponible sous formes de comprimé et de poudre de
différentes dose. Il est généralement combinée avec d’autre vitamine choisies et le complexe
est vendu en tant qu’un supplément « antioxydant » (Padayatty et al., 2003., Elias et Oputiri,
2013).
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1.4 Propriétés physicochimiques

La vitamine ¢ est hydrosoluble, sensible a la chaleur, aux ultraviolets et a I’oxygéne, de masse
molaire de 176 g.mol-1. Elle se présente sous la forme de cristaux ou de poudre, de couleur
blanche ou jaunatre avec une température de fusion égale a 190°C. Tres fragile en solution,
I’AA est oxydé au contact de I’air, par contre il est stable a 1’état solide, a I’abri de la lumiére

et de I’humidité (Bourgeois, 2003., Richard, 2013., Zulfiqar et al ., 2016).
1.5 Métabolisme de la vitamine C

La vitamine C est absorbée au niveau de la muqueuse buccale, I’estomac et principalement
I’intestin gréle par un transport actif et une diffusion simple. L’absorption buccale apparue
par diffusion passive a travers la membrane de la cavité buccale. Tandis que 1’absorption
gastro-intestinale est par un mécanisme de transport efficace et actif Na+-dépendant qui est
saturable et dose dépendant. Les Na+-dépendant transporteurs de L-acide ascorbique (SVCTs)
et les Hexose transporteurs (GLUTs) sont les deux transporteurs nécessaires pour 1’absorption.
Les SVCT1 et SVCT2 importent la forme réduite d’ascorbate a travers la membrane
plasmatique tandis que les GLUTI1 et GLUT3 sont les deux transporteurs de glucose et

transférent seulement I’acide déhydroascorbique.

Ensuite, I’acide ascorbique passe rapidement dans le sang et pénétre dans tous les tissus. Dans
le sang, la majeure partie de 1’acide ascorbique est sous sa forme réduite (environ 85%). La
forme oxydée (DHA) ne représente que 15 %.Dans le plasma, la vitamine C circule librement
sous forme d’ascorbate (sans transporteur protéique). La concentration plasmatique en acide
ascorbique est faible (5 a 15 mg/l) alors qu’elle est 10 a 30 fois plus élevée dans les leucocytes
et les plaquettes. La concentration leucocytaire refléte la concentration tissulaire. Les glandes
surrénales et I’hypophyse possedent les plus grandes concentrations tissulaires (30 a 50 mg/100
g) suivi par le foie, la rate, les lentilles, le pancréas, les reins et le cerveau et contiennent entre

10 et 30 mg/100 g (Djeffal ,2014)

Les voies d’¢limination de la vitamine C sont principalement les urines, mais aussi matieres
fécales et la sueur (Labarthe, 2012).
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Figure 17 : Schéma récapitulatif du métabolisme de la vitamine C (Gotti, 2016).

1.6 Role physiologique

L’acide ascorbique joue plusieurs rdles biochimiques et moléculaires dans 1’organisme,
notamment grace a ses propriétés antioxydantes et hydroxylantes. Il intervient dans la synthése
du collagéne, de carnitine et des catécholamines. Il participe également au métabolisme de

tyrosine, du cholestérol et du fer... (Djeffal ,2014).
1.6.1 Fonctions antioxydant

Le role antioxydant de 1’acide ascorbique découle de ses propriétés réductrices. C’est le plus
puissant antioxydant hydrosoluble. Il est capable de réagir directement avec les especes

réactives oxygénées et azotées en particulier 02" et HO' de méme que HOCI, HO; et 'O; et
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les neutralisées. Il protége les membranes vis a vis de ’attaque peroxydative, en piégeant
efficacement les radicaux peroxyles ROO® dans la phase aqueuse et les complexes oxoferryle,
avant qu’ils puissent initialiser les peroxydations (Ball, 2004 ., Iqbal et al., 2004 ., Reichel,
2004).

AH+ROO" N\ 7 A"+ROOH
AH +[Fe(IV)=0]\___# A"+Fe(lll)+OH

1.6.2 Fonction hydroxylation
a- Métabolisme du collagéne

Le collageéne est un peptide essentiel a la construction du tissu conjonctif, tissu de soutien des
vaisseaux et des organes. On le retrouve dans la constitution de la peau et des phanéres, dans la
substance organique des os et des dents. L’acide ascorbique est le cofacteur d’enzymes
d’hydroxylation de la lysine et de la proline pour former respectivement I’hydroxylysine et
I’hydroxyproline. Ces acides aminés hydroxylés entrent dans la composition des fibres de

collageéne (De Blas et Wiseman, 2010).
b- Métabolisme de la carnitine

La carnitine est une substance retrouvée dans le muscle cardiaque, et squelettique ou encore
dans le foie. Elle est impliquée dans le transport des acides gras jusqu’aux mitochondries ou ils
sont oxydés. Elle est synthétisée a partir de la lysine et de la méthionine grace a deux
hydroxylases a fer ferreux et dont un des cofacteurs essentiels est I’acide ascorbique (Okamoto

et al., 2006).
1.6.3 Fonction oxydoréduction

La vitamine C participe a la réduction des acides foliques en coenzymes actifs, les acide
stétrahydrofoliques (THF), elle intervient aussi dans des processus de détoxication en bloquant
la formation des nitrosamines ; elle réduit les effets nocifs des mycotoxines, des métaux lourds
et des polluants sur la santé. L’ AA a en effet un role détoxifiant vis-a-vis d'un grand nombre de
métaux lourds (plomb, mercure, cadmium), car elle favorise leur élimination ou diminue

l'absorption intestinale de certains d'entre eux (Layachi, 2013).
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1.6.4 Réponse Immunitaire

La stimulation de l'immunité est liée a l'action antioxydante de l'aide ascorbique. En les
protégeant de 1'oxydation, l'acide ascorbique favorise la prolifération des lymphocytes, mais
aussi le chimiotactisme et l'activité antimicrobienne des polynucléaires. La mobilit¢ des

¢osinophiles et les monocytes seraient également dépendants de la présence de la vitamine C

(Richard, 2001).
1.6.5 Métabolisme du cholestérol

L'hypocholestérolémie est un signe biologique habituel du scorbut. En effet, ascorbémie et
cholestérolémie évoluent en paralléle dans I'organisme. L'acide ascorbique est un intervenant
de la transformation hépatique du cholestérol en acides biliaires ; ils ont montrés aussi que la
présence d'acide ascorbique entrainait une diminution du taux de cholestérol dans ses formes
libres et liées au niveau des parois intestinales, et un taux élevé de cholestérol dans 1'organisme

tend a diminuer les besoins en vitamine C (Richard, 2001).
1.7 Carence en vitamine C

Le déficit en vitamine C (hypovitaminose) provoque une fatigue, des douleurs articulaires et
osseuses, une anémie, des retards de cicatrisation, un syndrome hémorragique, faible résistance

aux infections et souvent la gingivite.

Une carence totale durant une longue période aboutit au scorbut, maladie devenue rare a notre
époque et elle est connue depuis 1’antiquité. Elle provoque d’abord une grande faiblesse, des
douleurs musculaires, puis des saignements des gencives et du nez, une grande sensibilité aux

infections, des hémorragies généralisées, la perte des dents et a la fin la mort.

En effet, il suffit de prendre 10 a 15 mg de vitamine C par jour pour le prévenir (Djeffal, 2014 .,
Zulfiqar et al., 2016).

1.8 Toxicité de vitamine C

La toxicité, normalement, ne se produit pas méme aux fortes doses utilisées pour améliorer la
résistance aux maladies puisque la vitamine C est hydrosoluble et est régulierement excrétée
par voie urinaire, quand tout fonctionne bien.

Les troubles rapportés chez les animaux supplémentés avec des doses excessives de 2 ou 3
g/jour sont principalement de troubles digestifs (diarrhée désagréable). Les perturbations

gastro-intestinales peuvent se produire apreés l’ingestion de moins de 1g parce que
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approximativement la moiti¢ de cette dose ne serait pas absorbée en lumen intestinal dans la

plupart des personnes (Iqbal et al., 2004).
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Materiel et Methodes



Cadre et lieu d’étude
Notre travail a été réalisé durant la période allant du mois de février jusqu’au mois de juin 2017,
au niveau des laboratoires suivants :

v L’animalerie de I’institut saidal d’EL HARRACH pour I’étude toxicologique.

v’ Laboratoire de recherche de physiologie animale de I’ENS kouba, ol nous avons
effectué le sacrifice des lapins, prélévement et centrifugation du sang, la dissection, pesé
des cceurs.

v’ Laboratoire d’anatomie pathologic C.H.U Mustapha Alger, ou nous avons réalisé
1’¢étude histopathologique du cceur.

v’ Laboratoire d’analyse biochimique de I’hopital Mustapha ben boulid pour le dosage des

parametres biochimique.

L’objectif de notre étude est évaluation de la toxicité subaiglie d’un médicament vétérinaire
I’Avimec® dont la matiére active est I’ivermectine, en parallele I’étude de I’effet amélioratif

de la vitamine C administré aux lapins males de souche locale pendant 21 jours.

1- Matériel
1.1 Matériel biologique
Dans notre étude, nous avons utilisé des lapins males afin d’éviter la variabilité inter-sexe,
agés de 3 a 4 mois, ayant un poids corporel compri entre 2.16 g et 2.74 g, donc on peut les
classer dans la race légere.
Ces lapins résultent de I’accroissement des lapins males de souche (INRA TOULOUS 26-66)
avec des lapins femelles de race local élevée en confinement et en milieu controlé a I’'ITELV
d’Alger (baba Ali). Cette population présente un niveau de performances constant mais trés
hétérogene.
Le lapin est un animal idéal pour I’expérimentation, fait I’objet d’un intérét scientifique
croissant comme le prouve 1’augmentation du nombre de publication utilisant cette espece
comme modele d’étude dans des disciplines diverses par exemple en pharmacologie pour des
approches aux produits utilisés chez I’humain. Les travaux conduits sur cette espece sont parfois
directement comparable et généralisables a d’autres espece animales, voire I’homme (Gidenne,

2015).
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+ Taxonomie du lapin (Gidenne, 2015)

Régne : Animal
Embranchement : Chordata
Sous-embranchement : Vertébrés

Classe ;: Mammiféere

Ordre : Lagomorphes

Famille : Leporidae

Genre : Oryctolagus

Espéce : Oryctolagus cun

Figure 18 : Oryctolagus cuniculus

4+ Condition d’élevage
Les animaux ont été soumis a une période d’adaptation aux conditions de 1’animalerie durant
14 jours environ, dans une salle d’engraissement selon les conditions suivants :
=  Une température de 13.4° a 18.5°
= Une hygrométrie de 62.9% a 95.1 %
= une photopériode de 12 h/12 h/*
Les lapins sont ¢élevés dans des cages métalliques qui sont menues par des mangeoires et des
biberons d'eau. Les cages sont nettoyées et les biberons renouvelés quotiennement jusqu’a la

fin de I’expérimentation.

+ Régime alimentaire
L’alimentation donnée aux lapins est une consommation a volonté sous forme de granulés,
provenant de I’ONAB (office nationale du bétail); 1’eau de boisson est servie dans des biberons

ad libitum, (Annexe).

1.2 Matériel non biologique
Au cours de notre expérimentation nous avons utilisé deux produits :
e un médicament vétérinaire (Avimec®) dont la matiére active est 1I’ivermectine, ainsi

que la vitamine C ou I’acide ascorbique pure.
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Figure 19 : Vitamine C en poudre utilisé pour le traitement (photo originale).

e Le reste du matériel non biologique utilisé lors du travail a savoir : solution injectable,

réactifs chimiques et appareillage (annexe).

2- Meéthodes

2.1 Protocol expérimental

Notre étude a porté sur les variations du poids corporel, le poids du cceur, le bilan hépatique et

une ¢tude histopathologique du ceeur chez le lapin male traité par I’ivermectine (Avimec®) et

la vitamine C par gavage pendant 21 jours.

2.1.1 Répartition des lots

Apres la période d’adaptation (14 jours), les lapins ont été répartis en quatre groupes, et traités

pendant 21 jours comme suit :

Tableau I : Répartition des lots.

control Groupe Témoin.
Av Groupe Traité Avec L’ivermectine (Avimec®).
Vit C Groupe Traité Avec La Vitamine C.
Av+ Vit C Groupe Traité¢ Avec L’ivermectine (Avimec®) + Vitamine C.
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Figure 20 : Salle d’engraissement avec des cages dans lesquelles sont répartis les déférents

lots (photo originale)

2.1.2 Identification et marquage des animaux
L’identification des lapins se fait par un marquage spécifique (numérotation individuelle) au
niveau de ’oreille de chaque lapin. Chaque lot est mis dans une cage métallique avec une
étiquette sur laquelle est motionnée le lot (témoin ou traité soit par AV, soit par vit C soit par

AV +Vit C), le numéro et le nombre de lapin et le type de traitement.

Figure 21 : Marquage des lapins au niveau de 1’oreille (photo originale).
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2.1.3 Pesée des lapins
Durant la période d’acclimatation et la période expérimentale les lapins ont été pesés
quotidiennement, afin de suivre leur évolution pondérale. Avant chaque administration orale de
médicament vétérinaire ou vitamine C, les lapins sont pesés pour déterminer la dose

correspondante pour chaque lot (annexe).

2.1.4 Préparation des produits administrés
Pour I’évaluation de la toxicité subaigué de médicament vétérinaire (Avimec®) une seule dose/
jour préparée (10 mg/kg/ pc) selon le poids corporel moyen de tous les lapins du lot. La
quantité¢ déterminée est diluée dans 5 ml d’eau distillé.
D’autre part, dans notre expérimentation nous avons utilisés des quantités bien précises de

vitamine C (200 mg/kg/poids de 1’animal) dissoutes dans 5 ml d’eau distillé.

2.1.5 Traitements des lapins
1 ¢*lot (témoin) : a regu pendant 21 jours 1 mL d’eau distillé par gavage gastrique.
2¢me]ot (AV) : recevait durant 21 jours par gavage 1 mL de médicament vétérinaire (Avimec®)
préparé.
3¢me ot (Vit C) : administration de 1 mL de la solution de vitamine C par voie orale durant 21
jours.
4%me Jot (AV+ Vit C) : recevait Durant les 21 jours de traitement, par gavage 1 mL de

médicament vétérinaire (Avimec®) +1 mL de la vitamine C.

2.2 Sacrifice des animaux et prélévements des échantillons
2.2.1 prélevement sanguin
A la fin de la période de traitement (21 jours), les lapins sont mis a jeun pendant une nuit. Ils
sont sacrifiés le matin par décapitation, le sang a ét¢ immédiatement recueilli dans des Tubes
héparines, aprés centrifugation a 3000 tours/min pendant 15 minutes, plasma résultant est

récupéré puis placé a -20 °C, il est destiné au dosage des parameétres biochimiques.
2.2.2 Prélevement du ceeur

Apres la dissection, le cceur de chaque lapin est prélevé et pesé ; Les tissus destinés a I’étude

histologique et histochimique ont été conservés dans une solution de formol a 10 %.
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Figure 22 : dissection et prélévement du cceur (photo originale).

2.3 Dosage des marqueurs biochimiques

2.3.1 Dosage de glucose sanguin

= Principe

Le glucose est transformé par la glucose oxydase (GOD) en acide gluconique et peroxyde

d’hydrogeéne (H202). Ce dernier, en présence de peroxydase (POD), oxyde le chromogéne

incolore (4-aminophénazone) en un composé coloré en rouge-violet (quinoneimine), selon les

réactions suivantes :

B —D — Glucose + 02 + H20

GOD
~———————— Acide gluconique + H202

POD

H202 + Phénol + 4 — aminophénazone ————————»  Quinone + H20

= Réactifs

TrispH oo 7.4 92 mmol/L
Réactif 1 :
Tampon Phénol..........ooooiii 0.3mmol/L
Glucose oxydase (GOD).............c.ceeee. 15000 U/L
Réactif 2 : Peroxydas (POD) ..........ccoooviiiiinn i 1000 U/L
Enzymes
4-Aminophenazone (4-AP) ................. 2.6 mmol/L
Etalon Glucose aqueous (standard)............... 100 mg/dL
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= Mode opératoire

blanc Etalon Echantillon
Réactif de travail 1.0 1.0 1.0
(ml)
Etalon (ul) e 10 L
Echantillon (ul) o o 10

- Meélanger, incuber pendant 10 min a 37°C, ou 15 a 20 min a une température ambiante.
Lire les absorbances des échantillons et de 1’étalon contre le blanc réactif a 505 nm. La

coloration finale est stable au moins 30 minutes.

= Calcul de concentration

La concentration du glucose est calculée par la formule suivante :

DO échantillon
DO étalon

Glucose (mg/dl) = x concentration de 1’étalon (100 mg/dl)

2.3.2 Dosage de ’aspartate aminotransférase (ASAT)

= Principe
L’aspartate aminotransférase (ASAT) appelée aussi I’oxaloacétate de glutamate transaminase
(GOT) catalyse le transfert réversible d’un groupe aminé a partir de 1’aspartate au a-
cétoglutarate formant le glutamate et I’oxaloacétate. L’oxaloacétate est réduit au malate par la

malate déshydrogénase (MDH) et le NADH, H+, selon la réaction suivant :

ASAT

Aspartate + a-cétoglutarate Glutamate + Oxaloacétate

v

MDH

Oxaloacétate + NADH+H" Malate + NAD"

v
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= Réactifs

TrispH 7.8 oo 80 mmol/L
Rttt L- Aspartate.............coevvivninnn... 200 mmol/L
Tampon
NADH ... 0.18 mmol/L
e Lactate déshydrogénase (LDH) ........ 800 U/L
Substrat
Malate déshydrogénase (MDH) ......... 600 U/L
a-Cétoglutarate .......................... 12 mmol/L
= Mode opératoire
Réactif de travail (ml) 1.0
Echantillon (ul) 100

- M:¢élanger, incuber pendant une minute. Lire a 340 1’absorbance initiale et démarrer le
chronometre simultanément. Lire a nouveau apres 1, 2 et 3 minutes.
= Calcul de la concentration

La concentration d’aspartate aminotransférase calculée par la formule suivante :

ASAT (U/L) = ADO/min x 1750

2.3.3 Dosage de I’alanine aminotransférase (ALAT)
= Principe
L’alanine aminotransférase (ALAT) appelée aussi le pyruvate de glutamate transaminase
(TGP) catalyse le transfert réversible d’un groupe aminé a partir de I’alanine au a-cétoglutarate
formant le glutamate et le pyruvate. Le pyruvate est réduit au malate par la malate

déshydrogénase (MDH) et le NADH, H+, Ce principe est présenté selon la réaction suivante :
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ALAT
Alanine + a-cétoglutarate > Glutamate + Pyruvate
LDH
Pyruvate + NADH+H" > Lactate + NAD"
= Réactifs
Réactif R1 : TrispH 7.8 oviiiii 100 mmol/L
Tampon L- Alanine .........c.coooeviiiiiiiinann.. 500 mmol/L
Réactif R2 : NADH ..o 0.18 mmol/L
Substrat Lactate déshydrogénase (LDH) ........... 1200 U/L
a-Cétoglutarate .............................. 15 mmol/L
= Mode opératoire
Réactif de travail (ml) 1.0
Echantillon (pl) 100

- Mélanger, incuber pendant une minute a température ambiante et lire 1’absorbance initiale a
340 nm. Lire a nouveau apres 1, 2 et 3 minutes. Déterminer la moyenne absorbances par minutes

(A Abs/min) pour I’utiliser dans les calculs.

= Calcul de la concentration

La concentration d’alanine aminotransférase est calculée par la formule suivante :

ALAT (U/L) = ADO/min x 1750

2.3.4 Dosage de y-Glutamyl Transférase (y- GT)
= Principe
La y-GT catalyse le transfert d’un groupe y-glutamyl de la y-glutalyl-p-nitroanilide vers la

glycylglycine, d’apres la réaction suivante :
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v-GT
L-Glutamyl-3-carboxy-4-nitroanilide + glycylglycine -_— L-y-Glutamyl-

glycylglycine + Acide 5-amino-2nitrobenzoique
La vitesse de formation de 1’acide 5-amino-2-nitrobenzoique, déterminée de
Aniére photonique et mesurée a405 nm, est proportionnelle a la concentration catalyrtique de

la y-GT dans I’échantillon testé.

= Réactifs

Réactif 1 TRIS pH
tampon 82 100mmol/1
Réactif 2 Glyeylglycine.......oooovviiiiiiiiiiici e, 100mmol/1
substrat L-glutamyl-3-carboxy-4-nitroanilide..................... 3mmol/l

= Mode opératoire

Réactif de travail (ml) 1.0

Echantillon (pl) 100

- Me¢élanger et attendre une minute ; Lire 'absorbance initiale & 340 nm ; démarrer le
chrono et lire les absorbances toutes les minutes pendant trois minutes.
- Calculer la différence entre les absorbances et les différences d'absorbance moyenne

par minute.

= Calcul de la concentration

Le résultat est déterminé d’apres la formule suivante :

v-GT (U/L) = AA/min x2121
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2.4 Technique histologique
Elle présente une des techniques les plus qui permet d’obtenir des coupes histologiques minces
portant I’objet a étudier observable au microscope photonique apres une coloration réalisée

par des colorants spécifiques.

2.4.1 Fixation
Cette étape primordiale immobilise et conserve les structures cellulaire et tissulaire dans un
¢tat aussi proche que possible du vivant dans le but de protéger 1’organe contre 1’attaque
bactérienne et de préparer les structures aux traitements ultérieurs (coloration).
La solution de fixation est soit le Bouin aqueux qui est a la base d’acide picrique, ou le formol

(fixation rapide des protéines), le fixateur choisi, et dans le formol a 10 %.

2.4.2 Déshydratation
Elle consiste a éliminer I’excés du liquide fixateur dans 1’organe, car la paraffine est non
miscible a I’eau.
La déshydratation de 1’organe est réalis€ par imprégnation dans des bains d’alcools a
concentration croissante ( 70° ,90°, 100°) pendant 30 minute chacun, suivi d’un bain de xyléne

( ou benzeéne)qui est un solvant organique miscible a la paraffine.

2.4.3 Imprégnation
L’imprégnation est réalisée a I’étuve a 60°C, température voisine du point de fusion de la
paraffine (58°). Elle consiste en deux bains d’environ deux heures chacun, un premier bain

constitué¢ d’un mélange paraffine-xyléne a parts égale un deuxieme bain de paraffine pure.

2.4.4 Inclusion ou confection des blocs
Les tissus sont alors plongés dans des bains de paraffine liquide (sous 1’effet de la chaleur). Les
tissus étant maintenu et imbibés de paraffine, viennent alors I’étape de 1’enrobage qui consiste
ainclure le tissu imprégné dans un bloc de paraffine qui, en se solidifiant, va permettre sa coupe.
Cette opération fait appel a des appareils « dits a inclusion » refermant un réservoir de paraffine
maintenue a 1’état liquide par un systéme de chauffage, un petit robinet et une plaque métallique

réfrigérée pour obtenir la solidification rapide du bloc de paraffine contenant le tissu.
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2.4.5 Confection des coupes
Les blocs sont coupés a I’aide d’un microtome. Les coupes obtenues sous forme de rubans de
2 um d’épaisseur, sont étalées sur des lames en verre a 1’aide d’une solution aqueuse chauffé

(I’eau). Des coupes longitudinales de coeur sont réalisées.

2.4.6 Coloration
Apres séchage, les lames sont colorées en utilisant deux types de coloration : Topographique
A- Coloration topographique
Ces colorations permettent d’établir le contraste naturel des coupes et de rendre plus évident les
différents tissus, ainsi que la distribution des structures cellulaires les colorations que nous
avons utilisé pour la réalisation de notre travail sont :
e Coloration a ’Hématoxyline-Eosine
Cette coloration utilise un colorant nucléaire (I’hémalun ou I’hématoxyline de Groat) et un
colorant cytoplasmique : 1’éosine. Selon les étapes suivantes :
- Passage dans 3 bains d’alcool pour retirer le xyléne rapidement.
- Déparaffiner et hydrater les lames a 1I’eau du robinet puis rincer a I’eau distillée.
- Immerger dans un bain d’Hématoxyline de Harris (5 minutes) qui colore en bleu
violacée les structures basophiles (noyaux).
- passage rapide dans I’eau acidulée (eau + acide chlorhydrique) pour enlever 1’exces
d’hémalun.
- Bleuir les noyaux dans un bain d’eau ammoniacale.
- Immerger dans un bain d’Eosine (15 secondes a 2 minutes) qui colore en rose les
Structures acidophiles (cytoplasme).

Tous ces bains sont séparés par des lavages a I’eau du robinet.

e Coloration au trichrome de Masson
C’est la 2 ™ coloration topographique utilisée dans notre travail, elle est formée de
I’hématoxyline de Groat qui colore les noyaux en brun, de fuchsine ponceau qui colore le
cytoplasme en rose, de I’acide phosphomolybidique qui révele les vaisseaux sanguins et donne
une couleur orange, et enfin le bleu d’aniline(ou la verte lumicre) qui colore le collagéne en

bleu.
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2.4.7 Montage et observation :
Les coupes colorées passant successivement dans des bains d’alcool a degré crissant
(70°,90°,100°), suivi d’un bain de xyléne (ou benzene), le montage des coupes est réalisé entre
lame et lamelle au moyen d’Eukitt. Ces lames sont observées au microscope optique et

photographiées a 1’aide d’un appareil photo numérique.

2.5 Etude statistique
Les données obtenues pour les différentes mesures ont été¢ soumises a 1’analyse statistique par
le test ANOVA a un facteur-par le logiciel STATISTICA version 8. En comparant le control
(témoin) et les lapins traités par le médicament vétérinaire I’ Avimec® et la co-administrés par

la vitamine C.
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I. RESULTATS

Notre étude pharmaco-toxicologique est axé sur les variations biochimiques et
histologiques au niveau du cceur de lapins males apres une exposition subaigué a I’AVIMEC®
(10 mg/kg/pc) (AV), un médicament antiparasitaire dont la matiere active est I’ivermectine, et

sur I’effet protecteur de la supplémentation de la vitamine C sur cet organe.

Nos présents résultats regroupent 1’évolution du poids corporel et le poids du ceeur, les
parameétres biochimiques de la fonction hépatique ainsi que 1’étude histologique de la paroi
cardiaque chez les lapins témoins en comparaison avec les traités par la vitamine C, par la AV,

et ceux traités par AV et Co-administrés a la vitamine C.
1. Etude du poids corporel des lapins et du poids absolu et relatif du cceur
1.1. Etude du poids corporel des lapins

Le suivi de I’évolution pondéral des animaux traités et témoins par des pesées
journalieres s’est effectué tout au long de la période d’expérimentation de 21 jours : au cours

de traitement par 1’ivermectine et la vitamine C.

Les résultats des pesées effectuées au cours de notre étude sont représentés dans la

figure 23 et le tableau II pour la période d’expérimentation.

D’apres les résultats rapportés par la figure 23, on constate que le traitement par
I’AVIMEC® durant I’expérimentation influence 1’évolution pondérale en la diminuant, par

rapport aux lapins témoins. Cette diminution est de 1’ordre 4.7 %.

Cependant une prise de poids a €été observée chez les lots (Vit C et Av + Vit C)

comparativement aux lapins traités par Av, respectivement 2.02 %, 7.07 %.

Selon la figure 23, durant la période d’expérimentation (21 jours) les résultats de
I’évolution pondérale montrent une différence significative (P =0.04 donc < 0.05) entre les lots.
Ceci permet de dire que le traitement par I’ivermectine perturbe le poids des animaux, alors que
la vitamine C favorise la prise du poids, probablement par son effet protecteur contre la

molécule administrée.
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Les barres verticales représentent lesintervalles de confiance a 0,95
p=,04985

Poids (Kg)
PREEFPPPPPPPPONNDNNDNNEEEEE
ORNWAUIONODOORNWAM,IONOOORNWN

Control
o Vitc
Av
Av+VitC

Semaine

Figure 23 : Représentation graphique des poids corporels finaux chez les lapins témoin, traités
par vit C, par AV, et par AV + Vit C.

Control : Groupe témoin. AV : Groupe traité par I’Avimec®. AV+vitC : Groupe traité¢ par AV
et Co-administré par la vitamine C. vit C : Groupe traité par la vitamine C.

Tableau II : Valeurs (m £ SD) de I’évolution pondérale pendant 1’expérimentation (3

semaines) chez le lapin.

Lots Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot 4
traitement control Av Vit C Av+ Vit C
Poids (kg) 2.97 £0.01 2.83+0.05 3.03+£0.02 3.04+0.04
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1.2 Effet du traitement sur le poids du ceeur

Les résultats de la variation des poids absolus et relatifs du cceur sont représentés dans le
tableau III les figures suivantes :
Tableau III : Effet du traitement sur le poids absolu et relatif du coeur (= SD) chez le lapin

male

Dose Témoin Av Vit C Av + Vit C

Poids absolu du cceur | 7.66 £0.01 g | 6.95+032¢| 6.84+021g|739+027¢g

Poids relatif du ceeur | 0.25+0.00g | 0.24+0.02¢g| 0.22+0.00g | 0.250.01 g

Les barres verticales représentent les intervalles de confiance a 0,95
p=,08727

Coeur Poids Absolu (g)
PRAAPMPOOONNTDDIODONNNNN®DO®©
ONDOOONPOOONDNOOONPL~AOOOOND

Control Av + VitC

Dose

Figure 24 : Effet du traitement sur le poids absolu du cceur
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Lesbarres verticales représentent lesintervalles de confiance a 0,95
p=,05911
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Figure 25 : Effet du traitement sur le poids relatif du coeur

Les résultats illustrés sur les figures 24,25, montrent une diminution du poids absolu
(6.95 £ 0.32 g) et du poids relatif (0.24 £+ 0.02 g) chez le lot traité par (Av), cette diminution est
non significative (p < 0.05), ainsi on constate une légere baisse du poids du ceeur (6.84 £ 0.21
g,0.22 £0.00 g), respectivement pour le poids absolu et relatif chez le lot Co-administré par la
Vit C uniquement par rapport aux lapins témoins de I’ordre de 7.66 + 0.01 g (poids absolu),
0.25 £ 0.00 g ( poids relatif).

Cependant, la co- administration de la vitamine C entraine une légere augmentation du
poids du cceur (7.39 £ 0.27 g, 0.25 £ 0.01 g), respectivement (poids absolu, poids relatif) en

comparant le lot traité par Av et le lot traité par Av + Vit C.

2. Effet de médicament antiparasitaire (AVIMEC®) et la vitamine C sur les paramétres

biochimiques (bilan hépatique)

Les résultats de dosage des parametres biochimiques pour les quatre lots, (témoins, traités par
AV, supplémenté par vit C, et traités par vit C + AV) montrent que I’ivermectine affecte certains

biomarqueurs hépatiques, alors que la supplémentation de la vit C améliore ces parametres.

Nos résultats se résument comme suit :
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2.1 Glycémie

Les résultats du dosage de la glycémie chez les quatre lots d’animaux au 21°™ jour de traitement

sont représentés dans la figure 26 et tableau IV.

Les résultats de la figure 26 montrent une augmentation non significative (p= 0.06 donc < a
0.05) du taux de glucose observé chez les lapins traités par I’ivermectine (Av) par rapport aux
témoins, elle est de 1.00 = 0.27

Cependant les animaux Co-administrés par la Vit C sans Av montrent une légeére augmentation
de glucose par rapport au lot témoins (0.88 £+ 0.10), alors que le traitement par la vitamine C

diminue la glycémie de en comparant le lot traité (Av) et le lot traité (Av + Vit C)

Les barres verticales représentent lesintervalles de confiance a 0,95
p=,060374
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Figure 26 : Effet du traitement par I’ivermectine (AVIMEC®) et la vitamine C sur la glycémie

chez les lapins males en comparaison aux témoins (prélévement apres 21 jours de traitement).

Tableau IV : taux du glucose plasmatique (= SD) chez les lapins durant la période de traitement

Lots Lot1 Lot 2 Lot 3 Lot 4
Traitement control Av Vit C Av +vit C
glycémie 0.56 £ 0.25 1.00+0.27 0.88+0.10 0.72+£0.28
(mg/dL)
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2.2 Aspartate Amino- transférase (ASAT)
Les résultats de dosage de I’enzyme ASAT sont représentés sur la figure 27 et le tableau V

La figure 27 résume les résultats des valeurs de 1’aspartate amino-tranférase (ASAT) chez les

lapins témoins et traités par I’AVIMEC® et co-administration par la vitamine C.

On constate une perturbation du taux de I’enzyme chez les traités des lapins exposés au
traitement par rapport au témoin. Une augmentation significative ( p= 0.02 donc <a 0.05) du
taux sérique en ASAT 16.00 £ 8.62 et 14.50 = 8.48 sont observées chez les deux lots traités (Av
et Av + Vit C) comparativement aux témoins et atteint respectivement (16.00 + 8.62 et 14.50 +
8.48) pour les traités et (1.85 + 0.22) pour les témoins. Les animaux co-administrés par la
vitamine C uniquement montrent une trés légére augmentation de 1’aspartate amino-tranférase

(ASAT) par rapport aux témoins, elle est de 4.00 + 0.77

Les barres verticales représentent les intervalles de confiance a 0,95
p=,02695
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Figure 27 : Variation de 1’aspartate amino-tranférase (ASAT) chez les lapins (t¢émoin, Av, Vit
Cet Av+ Vit C)aJ 21 de traitement.
Tableau V : taux de I’aspartate amino-tranférase (ASAT) sérique (£ SD) chez les lapins durant

la période du traitement

Lots Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot 4
Traitement control Av Vit C Av +Vit C
ASAT (UI/L) 1.85+0.22 16.00 + 8.62 4.00+0.77 14.50 + 8.48
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2.3 Alanine Amino- Transférase (ALAT)

Les résultats de dosage de transaminase ALAT sont représentés sur la figure 28 et le tableau
\%

Selon la figure 28 on note une diminution significative du taux de I’enzyme Alanine Amino-
Transférase chez les lapins traités par (Av) (p=0.01 <a 0.05), elle est d’ordre de 13.16 + 7.40,

et chez le lot co-administré par la vitamine C uniquement 16.33 £ 3.59.

Chez le groupe traité Av +Vit C le taux sérique d’ALAT montre une augmentation significative
comparativement au groupe traité par (Av) (36.50 £ 12.87). il s’atteints des valeurs proche de

témoin (34.40 + 4.06).

Donc I’administration de la vitamine C a pu augmenter cette diminution comparant les 3

groupes traités

Les barres verticales représentent lesintervalles de confiance a 0,95

, p=,01057
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Figure 28 : Variation de I’alanine amino-tranférase (ALAT) chez les lapins (t¢émoin, Av, Vit
C et Av + Vit C) durant le traitement.

Control : Groupe témoin. AV : Groupe traité par I’avimec. AV+vitC : Groupe traité par AV et
Co-administré par la vitamine C. vitC : Groupe traité par la vitamine C.
Tableau VI : taux de I’ Alanine amino-tranférase (ALAT) sérique (+ SD) chez les lapins a J 21

de traitement

Lots Lot 1 Lots 2 Lots 3 Lots 4
Traitement control Av Vit C Av + Vit C
ALAT (UI/L) 34.40 £ 4.06 13.16 = 7.40 16.33 £3.59 36.50 + 12.87
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2.4 y-Glutamy Transférase (y- GT)

Les résultats du dosage de la y-Glutamy Transférase (y- GT) chez les quatre lots d’animaux au

21%m¢ jour de traitement sont représentés dans la figure ci-dessus :

Les barres verticales représentent les intervalles de confiance a 0,95
p=,00670

GGT (UIIL)

Control Av + VitC

Dose

Figure 29 : variation de la y-Glutamy Transférase (y- GT) chez les lapins males en

comparaison aux témoins (témoin, Av, Vit C et Av + Vit C) a J21 apres traitement

Aprés 21 jours de traitement on a remarqué une baisse significative (p < a 0.05) du taux
plasmatique de la y- GT chez les trois lots traités par rapport au lot témoin ; les valeurs atteignent

13.16 + 4.33 (Av), 16.50 % 5.03 pour la Vit C et 12.66 + 3.16 pour Av + Vit C.

Tableau VII : taux plasmatique de la y-Glutamy Transférase (y- GT) (£ SD) chez les lapins a

J 21 de traitement

Lots Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot 4
Traitement Control Av Vit C Av+ Vit C
v- GT (UI/L) 31.05+0.87 13.16 £4.33 16.50 £5.03 12.66 £3.16

50




3. Histologie du cceur
3.1. Histologie

Dans le présent travail nous avons réalisé des colorations topographiques (HE et trichrome de

Masson)

L’hématoxyline éosine est une coloration de base qui met en évidence le noyau et le

cytoplasme du tissu musculaire cardiaque et ses différents constituants.

Le trichrome vert de Masson permet de reconnaitre les différents constituants cellulaires. Les
sécrétions sont soit rouge soit vertes, les muscles sont rouges et les fibres de collagéne sont bleu

vertes.
3.2. Colorations topographiques

Dans les planches suivantes, la coloration a ’hématoxyline éosine a permis de mettre en
¢vidence, a faible grossissement, les différentes couches de la paroi cardiaque : endocarde,

myocarde, péricarde.

Au fort grossissement, nous pouvons distingués les différents types cellulaires constituant lle
tissu cardiaque : les cellules endothéliales tapissant I’endothéluim et le péricarde des cellules

musculaires du myocarde.

Quant a la coloration au Trichrome de Masson, a I’instar de la coloration HE, elle nous permet

de distingu¢ la lame basale, en plus des autre constituants.
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3.2.1 Coloration par ’hématoxyline éosine

o Histologie cardiaque des lapins témoins

Planche 1 : Structure histologique du parenchyme cardiaque chez le lapin témoin.
Gr : 10X40.

M : Myocarde, TA : Tissu Adipeux, VS : Vaisseau Sanguin.
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e Histologie du tissu cardiaque des lapins traites par la vitamine C

Planche 2 : Structure histologique du tissu cardiaque chez le lapin traité par la vitamine
C. GrX40

M : Myocarde, TA : Tissu Adipeux, VS : Vaisseau Sanguin, P : Péricarde,
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e Histologie cardiaque des lapins traites par ’Avimec®

Planche 3 : Structure histologique du tissu cardiaque chez le lapin traité avec L’IVM.
GrX40.

F : Fibrine, M : Myocarde, TA : Tissu Adipeux, CI : Cellule Inflammatoire,
CV : Congestion Vasculaire.
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e  Histologie cardiaquedes lapins traités par I’Avimec etco-administré avec la
vitamine C

Planche 4 : Structure histologique du parenchyme cardiaque chez le lapin traité par
I’Avimec et co-administré avec la vitamine C. Gr X40.

CV : Congestion vasculaire, M : Myocarde, TA : Tissu Adipeux, P : Péricarde
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3.2.2. Coloration au Trichrome de Masson

e Histologie cardiaque des lapins témoins

Planche 5 : Structure histologique du la paroi cardiaque chez le lapin témoin.
Gr X 40.

M : Myocarde, TA : Tissu Adipeux, VS : Vaisseau Sanguin.
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o Histologie cardiaque des lapins traités par la vitamine C

Planche 6 : Structure histologique du tissu cardiaque chez le lapin traité par la vit C . Gr
X40.

CV : Congestion vasculaire, M : Myocarde, TA : Tissu Adipeux, VS : Vaisseau
Sanguin, P : Péricarde
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e Histologie cardiaque des lapins traités par I’Avimec®

Planche 7 : Structure histologique du tissu cardiaque chez le lapin traité par Av.
Gr X 40.

CV : Congestion vasculaire, M : Myocarde, TA : Tissu Adipeux.
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e Histologie cardiaque des lapins traités par I’Avimec® et co-administré avec la Vit
C

Planche 8 : Structure histologique du parenchyme cardiaque chez le lapin traité par L’Av
et co-administré avec la vitamine C. Gx40.

CV : Congestion Vasculaire, Fb : Fibrose, M : Myocarde, TA : Tissu Adipeux

VS : Vaisseau Sanguin
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3.3 Interprétation des planches

L’observation des coupes histologiques du tissu cardiaque (planches 1 et 5) des lapins témoins
révele I’organisation histologique d’un coeur normal sans altération mise a part la présence de
tissus adipeux. Au plus fort grossissement on observe endocarde est une couche unique des
cellules endothéliales aplatie en continuité avec I’endothélium des vaisseaux qui arrivent et
partent du cceur, le myocarde est plus épais au niveau des parois ventriculaires constitué du
muscle cardiaque (cardiomyocytes) dont la structure s’accorde avec les particularités
fonctionnelles du cceur et contient des vaisseaux sanguins et des nerfs, 1’épicarde est constitué

par une couche des cellules mésothéliales aplaties.

L’observation microscopique des coupes histologiques du tissu cardiaque (planches 3, 7) des
lapins traités pendant 21 jours par 1’ivermectine comparativement avec le témoin révéle une
architecture plus au moins désorganisés, Les principaux lésions histologiques du parenchyme
cardiaque observés sont :

e Une hémorragie et extravasation sanguine.

e Phase aigiie d’inflammation (infiltration des cellules inflammatoires).

e Phénomene vasculo oxydatifs

o (Edéme.

e Fibrine.
Selon les Planches 2, 6, on remarque que la structure du parenchyme cardiaque des lapins
traités par I’ivermectine et la vitamine C ressemble a celle du groupe témoin mettre en évidence
une architecture moins désorganisée, nous avons remarqué une tres faible hémorragie, absence
d’inflammation, cedéme et fibrine, le tissu cardiaque ne présente pas des altérations
histologiques comme celle observées chez les traités.En conséquence, la vitamine C diminue
les effets indésirables causés par le médicament vétérinaire (AVIMEC®) sur I’histologie
cardiaque des lapins. Cela explique I’effet amélioratif et I’action protectirice de la vitamine C

sur I’histoarchitecture du cceur.
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I1. DISCUSSION

Notre étude consiste a évaluer I’action protectrice et améliorative possible de la vitamine C
contre les lésions liées a 1’administration d’un médicament vétérinaire AVIMEC® dont la

matiere active est I’ivermectine pendant 21 jours chez le lapin male.

Notre travail répond a cet objectif par I’analyse comportementale et biochimique (bilan

hépatique), ainsi que I’évolution pondérale, le poids absolu et relatif du cceur et son histologie.

Les résultats obtenus ont pu mettre en évidence les effets toxiques de I’ivermectine

(AVIMEC®) et I’effet amélioratif de la vitamine C.

Les principales manifestations de toxicité observées suivant 1’administration de I’IVM dans
notre expérimentation se résument comme suit : des troubles du systéme nerveux central, baisse
d’activité¢ des animaux. Ces observations sont en accord avec ceux rapportés par Abdou et
Sharkawy, (2004). Ces troubles neurologiques sont due a la fixation de I’ivermectine sur les
canaux chlorures glutamate-dépendants (mais aussi les canaux liés aux récepteurs GABA, pour

acide -amino-butyrique) (Sebbag, 2011., Bruyere et al., 2013).

D’apres 1’¢tude de Sherman, (2011) chez certaines races de chiens, le géne MDR1 qui code La
glycoprotéine P peut présenter une mutation et code pour une glycoprotéine P non fonctionnelle
: le cerveau devient alors perméable a certaines molécules tel que I’ivermectines un substrat de
la p-gp permettant ainsi son accumulation. Par conséquent, chez ces chiens, 1’administration
d’ivermectine engendre des symptomes d’hypersensibilité et neurotoxicité.

Chez ces chiens, des études ont montré que les concentrations cérébrales en ivermectine étaient
80 a 90 fois plus €levées en comparaison a ceux ayant une glycoprotéine P fonctionnelle, avec
les posologies usuelles (Roulet et al., 2003). Lors de I’utilisation accidentelle d’ivermectine
chez certain races du chien, on observe des signes de neuro-intoxication : tremblements, crises

convulsives, chutes.

L’apparition de la diarrhée durant I’expérimentation est probablement due a la faible teneur en
fibre de I’aliment ONAB fourni au lapin car selon Gidenne, (2001) la cellulose joue un role
primordial dans I’alimentation du lapin. L’analyse biochimique de I’aliment montre que les
lapins sont nourris de granulés a volonté, pauvre en fibre (cellulose) et riche en lipides ceci

confirmé par Drissi et Dekali (2016).
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Nos résultats montrent que les lapins traités uniquement par ’AVIMEC® présentent une
augmentation des concentrations plasmatiques du glucose, comparés aux témoins et les traités
par (Av + Vit C) qui présentent des valeurs proches aux témoins, donc le traitement par la
vitamine C a diminué la concentration de glucose chez les animaux. Cette hyperglycémie due
a la toxicité du I’ivermectine. Ces résultats sont identiques a ceux de nombreux auteurs Aris et
Malomo, 2009 suite a 1’étude toxicologique de I’ivermectine chez le rat, et khaldoun et al.,

2015 suite a I’évaluation de la toxicité des avermectines chez le rat.

Augmentation du glucose plasmatique probablement di aux effets du stress oxydant induit par
I’AVIMEC®. En effet, le stress oxydant est responsable d’une multitude de dysfonctions
métaboliques est un facteur clé caractéristique de la résistance a I’insuline (Izquierdo-Vega et
al., 2006).

Le pancréas, qui a un role critique dans la sécrétion de 1’insuline, du glucagon et des enzymes
digestives, est un organe cible dans la toxicité des pesticides. L’effet du pesticide sur cet organe
peut altérer le métabolisme des hydrates de carbone donc perturbation de la glycémie (Karami-

Mohajeri et Abdollahi, 2011).

Cependant L’amélioration de la glycémie chez les lapins traités par la vitamine C pourrait €tre
expliquée par son action antioxydant. D’aprées 1’étude d’Hussein et al., (2012), montre que
I’administration de la vitamine C permet d’atténué significativement la glycémie chez les rats
traités par un mélange de fenvalérate et de vitamine C par rapport a ceux traité uniquement

par le fenvalérate (Insecticide de la famille des préthrinoides).

Les parameétres biochimiques varient lors d’un stress, douleur ou de souffrance. Nos résultats
montrent une augmentation de I’aspartate amino-transférases (ASAT) par rapport aux lapins
témoins. Cette augmentation est en accord avec les résultats de khaldoun et al., 2013 suite a
un traitement par une avermectine « abamectine » chez le rat.
D’autres recherches rapportées par Mossa et al., 2011 ont exposé des rats a un mélange
d'insecticides de la famille d’organophosphates pendant 28 jours provoque une toxicité
hépatique induite par des taux élevés d'aspartate aminotransférase sérique.
Ozturk et al., (2009) ont également signalés 1'effet protecteur de 1'acide ascorbique contre le
stress hépatotoxique et oxydatif causé par le tétrachlorure de carbone dans le foie des rats
Wistar.
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Le foie, principal organe de détoxification, est capable de neutraliser toutes les substances
toxiques. Vu son role dans la transformation des xénobiotiques environnementaux, le foie
présente un grand risque de dommages (Karami-Mohajeri et Abdollahi, 2011). Les
transaminases (ASAT et ALAT) dans le plasma reflétent I’activité fonctionnelle du foie. Ces
enzymes sont principalement utilisées dans 1’évaluation des dommages et du

dysfonctionnement hépatiques.

Nous avons remarqué que I’ivermectine induit une perturbation des transaminases et la y-GT.
Nos résultats similaires a ceux trouvés par Atakisi et al., (2009) qui ont signalés une
augmentation de taux plasmatique de la y-GT chez le lapin traité par des doses thérapeutiques
de I’ivermectine, aussi Meligi et Fawzy Hassan, (2017) ont montrés que [’abamectine

provoque une augmentation de I’ALAT chez les rats albinos males.

Nos résultats ont prouvé que I’administration du I’ivermectine a causé une lésion hépatique
chez les lapins, démontré par la variation des niveaux plasmatiques de ces trois enzyme
suggérant que l’excessive utilisation de ce médicament vétérinaire pourrait causer des

dommages critiques a I’organe.

La vitamine C joue un role important dans la protection contre la toxicité des insecticides
particuliérement dans la toxicité hépatique en tant qu’agent antioxydant (Sinisa et al., 2008
..Bashandy et AlWasel, 2011). Plusieurs études ont montré leurs effets bénéfiques et
protecteurs contre I’hépatotoxicité induite par plusieurs xénobiotiques (Shalan et al ., 2005 .,

Prabu et a., 2011., khaldoune et al.,2016).

La réduction de poids corporel est un médiateur de la détérioration de 1’état de santé générale

du rat.

En effet, I’administration du médicament vétérinaire (Avimec®) chez les lapins a provoqué une
diminution du poids corporel apres trois semaines de traitement en comparaison avec les lapins
témoins qui présente une croissance normale durant la période de traitement et ceux traités par
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la vitamine C. Ceci pourrait étre expliqué par la diminution des prises quotidiennes en aliment
et en eau.

Ces résultats permettent de suggéré que l’ivermectine présente des effets néfastes sur la
croissance corporelle des lapins. Des résultats similaires sont rapportés chez des animaux traités
par I’abamectine et I’émamectine benzoate (molécules de la méme famille), qui montrent une
baisse du poids corporel (khaldoun et al., 2013., khaldoun et al ., 2015).

Hamed et Abdel-Razik, (2015) ont également signalés une baisse de poids chez les rats albino

suite a un traitement par I’abamectine (méme famille d’ivermectine).

Dans nos conditions expérimentales, La co-administration du la vitamine C aux lapins traités
par PAVIMEC® permet le maintien du poids proche de celui du témoin. Ceci pourrait étre da
a la réduction de I’accumulation des radicaux libres induite par les antioxydants et confirmer
par I’augmentation de la consommation quotidienne de nourriture. Ces résultats montrent 1’ effet
amélioratif de la vitamine C co-administré avec I’AVIMEC® contre les altérations et normalise
le poids corporel. Nos résultats concordent avec ceux observés par Al-Jassim et al., (2015)

suite a une étude sur I’effet amélioratif de la vitamine C aux effets toxiques de I’ivermectine.

Gokce Uzun et al (2009) Ont également signalé que 'administration de vitamine C améliore
la fonction reproductrice (la motilité et la morphologie du sperme). Lorsque la vitamine C est
administrée a des doses modérées, celle-ci semble réduire les effets toxiques de I’Emamectine
benoate sur I’histopathologie des testicules et du foie de rats Wistar, probablement en réduisant

son accumulation dans les testicules et le foie de rats Wistar (khaldoun et al 2015).

En ce qui concerne les effets sur le poids absolu et relatif du cceur, nous avons remarqué une
légere diminution chez les lapins traités (Av) et co-administré par Vit C uniquement par rapport
au témoin. Cette diminution peut étre due aux effets toxiques du médicament vétérinaire

(AVIMEC®) qui provoque des altérations et des l1ésions au niveau du parenchyme cardiaque.

En revanche, le traitement des lapins par la vitamine C (Av + Vit C) a entrainé une amélioration
du poids absolus et relatifs du cceur, cette amélioration est due a l'effet protecteur de vitamine
C contre la toxicité de I’ivermectine.

L’ensemble de ces résultats sont confirmés par 1’étude de I’histologie qui révele que :
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Chez les lapins témoins, I’examen microscopique révele une architecture normale sans 1€sions
avec la présence de tissu graisseu ; probablement due a 1’alimen ONAB donnée aux lapins riche

en lipides et pauvre en cellulose, ou les animaux sont obé&ses.

L’analyse des coupes histologique du cceur des lapins traités par 1’ivermectine montre des
Iésions structurale remarquable qui se manifestent par une atteinte du parenchyme cardiaque.
Les altérations observées au ceeur de traitement caractérisées par une hémorragie importante et
I’infiltration des cellules inflammatoire, phénomeéne vasculo oxydative, avec présence d’cedéme
et ’accumulation de plasma en dehors de vaisseaux sanguins, ainsi la présence de fibrine
probablement due a la coagulation sanguine qui transforme le fibrinogéne soluble en fibrine
insoluble.

Les altérations tissulaires sont moins important voir nul chez les lapins traités par I’Avimec®
et la vitamine C. ce dernier favorise un grand nombre de réaction métaboliques, notamment le
métabolisme des protéines (y compris la disposition du collagéne dans la formation du tissu

conjonctif) (Gropper et Smith, 2012).
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Conclusion



Conclusion et perspectives

Un médicament vétérinaire est toute substance ou composition pouvant étre utilisée
chez I'animal ou pouvant lui étre administrée en vue soit de restaurer, de corriger ou de modifier

des fonctions physiologiques.

A travers cette étude, nous avons montrés les effets toxiques d’une forte dose d’un médicament
vétérinaire de la classe antiparasitaire « Avimec® » dont la matiére active est I’ivermectine et
en parallele I’effet bénéfique de la co-administration de la vitamine C ou I’acide ascorbique

chez le lapin maéle.

A la lumiere des résultats obtenus, une ladministration de I’ivermectine entraine des signes de
toxicité a savoir : une perte de poids corporel et du poids absolus et relatif du cceur, une
perturbation des principaux marqueurs hépatiques a savoir glycémie, les transaminases ASAT,

ALAT et lay-GT.

Pour I’examen histologique, des 1ésions structurales du tissu cardiaque ont été observées suite
au traitement par I’ Avimec alors que, I’administration de la vitamine C améliore ces altérations

ce qui confirme ’effet protecteur de ce dernier.

A travers cette étude on constate que I’ Avimec® provoque un dysfonctionnement de la fonction
hépatique et une désorganisation de la structure tissulaire de la paroi cardiaque. D’autre part la
vitamine C possede un effet amélioratif contre la toxicité de I’ivermectine donc c¢’est un produit

intéressant dans le domaine thérapeutique et la santé.

L’étude effectuée reste partielle des études plus approfondis doivent étre reprises afin de mieux
¢valuer 1’échelle moléculaire de mode d’action de la vitamine C. Ces résultats ouvrent des
perspectives expérimentales qui devraient nous permettre d’identifier clairement d’une part
d’autres effets toxiques sur d’autres fonctions notamment le systéme nerveux central, le

systéme endocrinien et la fonction reproductrice.
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Annexes



Granulés pour lapins

Biberon

AVIMEC

aial st

Vitamine C ( acide ascorbique)

AVIMEC®

Pesée de I’animal ( lapin )




Coeur

Pesée de I’organe ( Coeur)




Machine a enrobage

Automate - Circulation

Cassette en plastique

Bloc de paraffine avec une portion du

Coeur




Microtome

Etuve Bain marie




centrifugeuse spectrophotométre

Automate de Coloration




xylene

Batterie de coloration

Liquide de Montage

Lamelles

lames avec des coupes colorées

Microscope




Cage en métal représentant les lots

Thermo- hygrométre

Boite de contention pour lapin




Tube héparine

Glaciére

Pipette

Porte tubes

Micropipette
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