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Glossaire

Chimiotactisme : Le chimiotactisme se définit par l'effet d'attraction ou de répulsion
qu'exerce une substance chimique sur une cellule vivante. Selon I'effet produit, on parle de

chimiotactisme positif (attraction) ou négatif (répulsion).

Congestion vasculaire : La congestion est la dilation des vaisseaux sanguins irriguant un
organe, sous l'effet d'une concentration trop élevée de sang. La zone congestionnée apparait

alors souvent rouge et plus ou moins chaude.

Dose létale 50 (DL50) : Dose provoquant 50% de mortalité dans la population d'organismes
étudiée, pendant un temps donné, par administration unique. La toxicité d'un produit est
exprimee en une DL50, Par conséquent, la DL 50 est la dose spécifique pour la quantite d'un
produit connu pour étre 1étale pour la moiti€ (50 pour cent) des animaux d’essais exposés
individuellement a la dose rapportée.

Il existe une relation inverse entre la toxicité du produit et la valeur de DL50. Produits avec
des valeurs de DL50 inférieures sont plus dangereux et présentent un plus grand risque que les

produits avec des valeurs plus élevés DL 50. (Suiter et Scharf, 2008).

Embutramide(T61) : C'est un produit a usage vétérinaire, utilisé pour l'euthanasie des
équins, bovins, ovins, caprins, porcins, volailles, lapins, chiens et chats. Il est commercialisé

sous le nom de T61.

Nitrosamines : sont des composés chimiques obtenus par I'association d'un nitrate ou d'un

nitrite avec une amine. Ils sont reconnues par 'OMS comme hautement cancérogenes.



Résumé

Cette étude a pour but d’évaluer I’effet ameélioratif de la vitamine ¢ suite a une
toxicité par un insecticide de type pyréthrinoide (lambda cyhalothrine) sur le foie du
lapin male. Pour cela on a co-administré la vitamine C a la dose 200 mg/kg/pc sous
deux formes (sigma et additif) pendant 14 jours, cet effet a été observé sur I’évolution
pondérale, les paramétres biochimiques de la fonction hépatique : glycémie, ASAT,
ALAT, y-GT et le poids absolu du foie et I’histopathologie du foie.

L’administration de lambda cyhalothrine a affecté la prise du poids corporelle tandis
que la supplémentation en vitamine C ne I'a pas amélioré mais a augmenté le poids

absolu du foie.

Le lambda cyhalothrine a provoqué une augmentation du taux de glycémie et de
I’activité des enzymes hépatiques ALAT, ASAT et y-GT par rapport au groupe
témoin. La co-administration de la vitamine C a baissé ces valeurs en comparaison

avec le groupe LCT, en les rapprochant a ceux du témoin.

L’étude histopathologique du tissu hépatique a révélée, chez les lapins traites
uniqguement par le lambda cyhalothrine, une désorganisation tissulaire avec
congestion et inflammation. Chez les lots traités par le LCT +vit ¢, on a observé une

activité nucléaire importante et une réorganisation du parenchyme hépatique.

Mots clés : Vitamine ¢, Lambda cyhalothrine, Lapin, Foie, Paramétres biochimique,

Histopathologie.



Abstract

This study aim to evaluate the ameliorative effect of vitamin C following a toxicity by
a pyrethroid insecticide (lambda cyhalothrin) on the liver of the male rabbit. For this
we co-administered vitamin C at a dose of 200 mg / kg / bw in two forms (sigma and
additive) for 14 days, this effect was observed on body weight changes, biochemical
parameters of the liver: AST, ALT, y-GT, absolute liver weight, histopathology of the

liver.

The administration of lambda cyhalothrin has affected the body weight gain however
the supplementation with vitamin C has not improved but has significantly increased
the absolute liver weight.

Lambda cyhalothrin caused an increase in blood sugar and activity of liver enzymes
ALT, AST and y-GT compared to the control group. Co-administration of vitamin C

decreased these amounts compared to the LCT group, by restoring them to control’s
group.

The histopathological report revealed in rabbits liver tissue treated only by lambda
cyhalothrin, tissue disorganization with congestion and inflammation. In groups
treated by LCT + vit C, there was a significant nuclear activity and improvement of

the liver parenchyma.

Keywords: Vitamin C, Lambda cyhalothrine, Rabbit, liver, Biochemical parameters,

Histopathology.
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Introduction

Introduction

les xénobiotiques et les polluants environnementaux tels que les pesticides sont
connus pour induire un large spectre d'effets toxicologiques présentant ainsi un danger
sérieux pour la santé, soit par exposition directe aux insecticides ou indirecte par des
aliments ou de I'eau contaminés par les produits chimiques (Hussein et al., 2012).

Les insecticides de la famille des pyréthrinoides ont été utilisés dans les
formulations agricole et domestique depuis plus de 30 ans et représentent environ un
quart des insecticides du marché a I'échelle mondiale (Anadon et al., 2006).

Lambda cyhalothrine est un pyréthrinoide de premier choix, en raison de son
efficacité et sa toxicité, il est plus utilisé que les insecticides organochlorés,
organophosphorés et les carbamates. Son usage est trés répandu dans les plantations
de coton, dans la production de légumes et dans le contr6le d'insectes nuisibles dans
une variété de cultures. Les dommages oxydatifs causés par les especes réactives
oxygénées (ERO) sont a I’origine de la neurotoxicité et de 1’hépatotoxicité de lambda
cyhalothrine (Fetoui et al., 2009).

Le foie est le principal site de biotransformation des xénobiotiques, il protege
I’organisme en empéchant les substances nocives de s’accumuler dans I’organisme.
Plusieurs chercheurs rapportent que la supplémentation en vitamine C peut avoir un
effet protecteur sur le foie et améliorer la fonction hépatique (Chantal Dufresne,
2000 ; Fetoui et al., 2009 ; Adikwu et Deo 2013).

Les antioxydants biologiques tels que la vitamine C peuvent empécher la
formation incontrélée des radicaux libres et I’activation des especes oxygenées ou
inhiber leur réaction avec les structures biologiques (Fetoui et al., 2009).

Dans ce contexte, Notre travail s’intéresse a évaluer I’effet amélioratif de la
vitamine C sur les altérations et les dommages hépatiques causés par un insecticide
KARATE® avec technologie Zeon dont la matiere active est la « lambda-

cyhalothrine » chez le lapin male de souche Néo-zélandaise.

Nous nous sommes intéressés lors de ce travail a I’évaluation des paramétres de
la fonction hépatique tel que : I’évolution pondérale et le poids du foie, les paramétres

biochimiques de la fonction hépatique ainsi que 1’histopathologie du foie.

Ce document est divisé en trois chapitres, d’abord une recherche

bibliographique avec des rappels théoriques qui traitent la vitamine C, les pesticides



Introduction

de la famille des pyréthrinoide « karate® », 1’anatomie I’histologie et la fonction
biologique du foie. Le deuxieme chapitre comprend I’expérimentation proprement
dite & savoir le matériel et les méthodes de 1’é¢tude. Suivi du dernier « chapitre

résultats et discussion » : qui traite les résultats obtenus et leurs discussions avec
d’autres recherches préexistantes.
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Chapitre | Rappels bibliographigues

1. Vitamines

1.1 Généralités

Les vitamines sont des substances organiques, sans valeur énergétique propre, qui sont
nécessaires a l'organisme et que I'homme ne peut synthétiser en quantité suffisante. Elles
doivent étre fournies par l'alimentation. Les structures moléculaires des vitamines sont
variées, ce qui leur confere des propriétés physico-chimiques différents.

Treize substances répondent a cette définition et sont divisées en deux groupes en
fonction de leur solubilité : Les vitamines liposolubles et les vitamines hydrosolubles (Cano
et al., 2006) (Tableau 1).

Tableau 1: Classification des vitamines (Cano et al., 2006).

VITAMINES LIPOSOLUBLES VITAMINES HYDROSOLUBLES
Vitamine A Vitamine B1
vitamine D Vitamine B2
vitamine E niacine
vitamine K acide pantothénique

vitamine B6
biotine
vitamine B9
Vitamine B12
vitamine C

1.2 vitamine C

La vitamine C ou acide ascorbique est un nutriment essentiel qui fonctionne comme un
antioxydant non enzymatique dans le cytosol (Zuhair et Alamri, 2011) considéré comme le
plus efficace des antioxydants présents dans le sang (Layachi, 2013) son nom "vitamine" lui a
été donné par Casimir Funk en 1911, lors de sa découverte: il s'agit d'une substance, proche
des amines, nécessaire a la vie, d'ou ce terme. Zilva donne le nom de "vitamine C " en 1923 et
« Haworth et Szent-Gyorgyi » le nom "d’acide ascorbique" a partir de 1928 (Colombo,
2001).

L’acide ascorbique est largement répondu dans le regne vegétal et animal, et seuls
quelques vertébrés sont incapables de faire la synthése (I’homme et quelques rongeurs comme
les lapins). Tous les organismes incapables de synthétiser la vitamine C sont dépourvus d’un

enzyme hépatique la L-guluno-y-lactone déshydrogénase (Garret et Grisham, 2000).
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1.2.1 Structure
L’acide ascorbique dont la structure est apparenté a celle des sucres a six atomes de
carbones, a un poids moléculaire 176,13 et une formule brute C6H806. L’AA (ou 2-0x0-L-
thréo-hexono-4-lactone-2.3-énediol) comporte une fonction lactone, deux carbones
asymétriques, (les carbones 4 et 5), deux fonctions alcool et une fonction éne-diol (HO-C-C-
OH) sur les carbones 2 et 3, c’est ce groupement qui est responsable du caractére acide de

’acide ascorbique (Guilland et al., 2007). (Figure 1)

OH

O

HO O

HO OH

Figurel : Structure de la vitamine C (Hacisevki, 2009)
La vitamine C se présente sous deux formes dans 1’alimentation : 1’acide ascorbique et

’acide déhydroascorbique (Figure 2).

ionisation

O—C O = O—C
| | aux pH de ] I I |
HO—C I'organizme 0O—C 0—C
HO (“: 9 HO g ? *O g 9
Y c Y |
HC 1 H+ HC 1 H+ HC
| | - |
HO—CH HO —CH ES HO — CH
| | |
CH2OH CH>OH CH.OH
acide L ascorbique L ascorbate semu hydro
pKa=42 majoritaire apH =7 L ascorbate

(I: O dehydroascorbate
04(:\ Ig
CI-‘HOH
(I','H10H

Figure 2 : Réactions d’oxydoréduction faisant intervenir les différentes formes de la
vitamine C (Layachi, 2013).
1.2.2 Propriétés physico-chimique
L'acide ascorbique se présente sous l'aspect d'une poudre blanche ou légérement
jaunatre, cristalline, inodore, de saveur légérement acide. Il est aisément soluble dans I'eau, et
insoluble dans I'éther et le chloroforme. Il est

moins soluble dans 1’alcool. Il est

thermosensible, sensible aux ultraviolets et a I'oxygéne, mais en revanche tout a fait stable a

I'abri de la lumiere, de I'humidité et de I'oxygéne (Le Grusse et Watier 1985).
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1.2.3 Source
La vitamine C se trouve dans les agrumes, les fruits tendres et les Iégumes verts
feuillus. Les Reins et le foie sont des bonnes sources de vitamine C d’origine animale
(Stangeland et al., 2008).
1.2.4 Besoin
Le besoin en vitamine C varie de maniéré consequente entre les especes et est
conditionnée par des parametres environnementaux. Il peut étre nécessaire, par exemple,
d’augmenter la dose de vitamine C dans le régime alimentaire pendant I’hiver pour
compenser la réduction de consommation et permettre de maintenir un niveau de réserve

corporelle approprié en acide ascorbique. (Knockaert, 2006).

1.2.5 Pharmacocinétique de la vitamine C
Deux voies d'apport existent : d'une part, la vitamine C d'origine alimentaire est
absorbée rapidement au niveau intestinal, puis distribuée largement. D'autre part, elle est
facilement synthétisable a partir du glucuronate dans le cytoplasme et les mitochondries des
cellules hepatiques et renales. Cette synthese est affectée par une carence en vitamine A ou E
(Lechowski et Nagorna-Stasiak, 1995).

a- Absorption

L’acide ascorbique est efficacement absorbé dans l'intestin gréle par I'intermédiaire d'un
mécanisme de transport actif saturable. L’efficacité d'absorption par voie orale de doses
faibles de la vitamine C (4-64 mg) peut étre aussi élevée que 98%, mais diminue avec
l'augmentation des doses de la vitamine C (Adikwu et Deo, 2012).

b- Distribution

La vitamine c est largement distribué dans tous les tissus du corps, avec des niveaux
plus élevés observés dans les glandes surrénales, de I'nypophyse et la rétine, les tissus rénaux
et musculaires ont un niveau plus faible de vitamine C (Adikwu et Deo, 2012).

c- Métabolisme et élimination

La vitamine C est oxydée en acide déhydro-ascorbique, qui est hydrolysé en acide
dicétogulonique, puis oxydé en acide oxalique et thréonique.

L’oxydation au dioxyde de carbone se produit & des doses élevées de vitamine C. La
vitamine C non-métabolisée et les métabolites de la vitamine C, tels que l'oxalate sont
largement excrétés dans l'urine. Environ 3% d'une dose orale de 60 mg est excrété dans les
feces. (Wandzilak et al., 1994).
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1.2.6 Role physiologique

L’AA est un réducteur assez puissant, et les fonctions biologiques de cette vitamine
proviennent vraisemblablement de ce pouvoir réducteur (Garret et Grisham, 2000). Elle
protége l’organisme contre les dommages oxydatifs, en limitant les effets néfastes des
radicaux libres. L’ascorbate est facilement oxydé en produisant un radical intermédiaire ayant
une réactivité faible, qui est a I’origine des effets antioxydants de la vitamine C (Durande et
Beaudeux, 2011 ; Ferland, 2003).

La vitamine C joue un role dans la synthese de collagéne une composante de la peau,
des os, du cartilage et de la paroi cellulaire des vaisseaux sanguins. La vitamine C intervient
également dans certains processus de cicatrisation comme la revascularisation, la structuration
du derme et la prolifération des fibres. Elle est impliquée aussi dans plusieurs processus
physiologique incluant la croissance, la reproduction, I’immunité et la réponse au stress et
agents infectieux (Knockaert, 2006).

La vitamine C intervient également dans la biosynthése de nombreux
neurotransmetteurs, dont la sérotonine et participe a 1’activation de plusieurs hormones elle
favorise I’absorption du fer alimentaire en particulier le fer non hémique. Elle participe
également au métabolisme des médicaments en permettant notamment leur élimination apres

que ces derniers ont exercé leur action (Ferland, 2003).

a/ Synthese de collagene

L'acide ascorbique agit comme un cofacteur sur les systemes enzymatiques entrainant
la synthése du collagene (Colombo, 2001). L’ascorbate est en effet essentielle a
I’hydroxylation post-traductionnelle de la proline et de la lysine de procollagene afin de
former I’hydroxyproline et I’hydroxylysine , deux acides aminées indispensables a la
stabilisation de la triple hélice du collagéne . De plus, il y’a une action directe de 1’ascorbate
sur I’expression des genes de synthése de collagéne dans les fibroblastes en culture (Guilland

et al., 2007).

b/ Stimulation de I'immunité
La vitamine C stimule I'immunité non spécifique contre les toxines bactériennes. Elle
a un effet "antistress" car elle intervient dans des réactions d’hydroxylation lors de la synthese
des hormones corticosurrénaliennes. Elle favorise la prolifération des lymphocytes, mais aussi
le chimiotactisme et [lactivité antimicrobienne des polynucléaires. La mobilité des

éosinophiles et les monocytes serait également dépendante de la présence de la vitamine C et
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en protégeant leur membrane des attaques oxydative. L’acide ascorbique stimule aussi la
formation de I’interféron (Layachi, 2013; Colombo, 2001).
c/ Effet sur la reproduction

La vitamine C est retrouvée a un niveau éleve dans le fluide épididymaire et le plasma
séminal en concentration 8 a 10 fois plus élevée que dans le plasma sanguin, cette
concentration élevée protege les spermatozoides en évitant les Iésions de leur ADN ; une
supplémentation en vitamine C a un effet positif sur la croissance des gonades et la qualité du
sperme avec augmentation du nombre de spermatozoide, amélioration de la mobilité et de la

morphologie des spermatozoides (poncelet et Sifer, 2011)
d/ Prévention de certaines maladies

La vitamine C pourrait aider a prévenir ou retarder le développement de certains
cancers, des maladies cardiovasculaires et d'autres maladies.

Cependant, les nitrosamines sont des composés reconnus pour étre cancérigenes,
absorbés soit directement par l'alimentation, ou résultants d'une synthese a partir des nitrates
et nitrites alimentaires ou médicamenteux. L'acide ascorbique est un inhibiteur puissant de la
réaction de transformation des amines libres en nitrosamines et intervient en bloquant la
transformation des nitrites en nitrosamines, mais n'a par contre aucune action sur les

nitrosamines déja formées. (Colombo, 2001).

e/ Interrelation avec d’autre vitamine
La vitamine C peut générer d'autres antioxydants dans le corps, y compris l'alpha-

tocophérol (vitamine E) (Jacob et Sotoudeh, 2002). La vitamine C permet aussi la
préservation de la vitamine E, les deux vitamines agissant de facon synergique, l'une en
milieu lipidique (vitamine E) l'autre en milieu aqueux (vitamine C) (Colombo, 2001).

1.2.7. Carence

La carence en vitamine C entraine le scorbut, une condition qui met entre cinquante
jours et quatre -vingt -dix jours a se développer, et qui se caractérise par les symptémes
suivants : anorexie, fatigue, douleur et atrophie musculaire, manifestations hémorragique,
Iésions cutanées, enflure et saignement des gencives pouvant conduire a la perte des dents,
perturbations psychologiques (dépression, hystérie).
Dans les cas plus avancés, On observe un retard de la cicatrisation et des altérations des
systémes osseux et cardiovasculaire. Chez les patients non traité, le scorbut entraine la mort.
(Ferland, 2003)
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1.2.8 Toxicité
La vitamine C n’est pas associée a des effets négatifs importants et il n'y a aucun effet
toxique évident spéecifique pour la dose de vitamine C administré par voie orale & des sujets
sains. Cependant des doses orales élevées de vitamine C ont été signalés a étre associés a des
effets gastro-intestinaux comme la distension abdominale, flatulence, diarrhée et des coliques
transitoires (Adikwu et Deo, 2012).

L’acide ascorbique en exces excrétée dans l'urine donne un test faussement positif pour
le diabéte. Des niveaux élevés de vitamine C interféerent avec l'absorption du cuivre
(Mansour et al., 2014). Ainsi, la vitamine C devrait étre évitée par ceux qui souffrent de
calculs rénaux, car elle peut étre convertie en oxalates (Piesse, 1985).

Cependant certaines recherches suggérent que la vitamine C ne subit cette
transformation dans l'urine qu’aprés que l'urine a quitté le corps (Khalid et al., 2004).
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2.1. Pesticides

Le terme « pesticide » est utilisé pour désigner les produits chimiques agricoles utilisés
a des fins phytosanitaires. Un pesticide est une substance qui peut prévenir, détruire,
repousser ou contrdler tout ravageur animal et/ou agents causaux par des microorganismes ou
encore des mauvaises herbes indésirables. Les pesticides peuvent agir sur les ravageurs et sur
les micro-organismes par contact direct, ingestion ou par d’autres sortes d’exposition effective
pendant les phases de croissance (Boland et al., 2004). Ils sont constitués d’une ou de
plusieurs substances actives associées a des agents de formulation.

2.1.1. Classification des pesticides
a) On peut les classer selon leur mode d’action en : herbicides, insecticides, fongicides...
Tableau 2 : les pesticides (P) et leur activité (Boland et al., 2004).

Categorie Activité
Bactéricide Tue les bactéries
Fongicide Désinfectant pour moisissure et champignons
Fumigant Gaz ou fumee contre les ravageurs ou les moisissures

dans les produits stockés

Herbicide Tue les mauvaises herbes

Insecticide Tue les insectes (par ex : aux pucerons)
Miticide/acaricide Tue les acariens(ou araignees)
Nématicide Tue les nématodes

Termiticide Tue les termites

b) Ou selon leur composition chimique : carbamates (amides), organochlorés, triazines...

Ils peuvent étre dommageables pour la santé et I’environnement a cause de leur toxicité,
notamment chronique en cas de persistance et d’accumulation dans les tissus organiques...etc.

2.1.2. Insecticides biopesticides

Les biopesticides sont des substances dérivées des plantes, d’animaux ou d’autres
organismes tels que les moisissures, bactéries, virus et nématodes, ainsi que des phéromones
d’insectes.

Ils sont constitués de matieres actives (molécules ayant une propriété insecticide,

fongicide, ... etc.) et de maticres inertes synthétiques (adjuvants, émulsifiants, ...etc.).

°,
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Ainsi, les ingrédients chimiques des pesticides organiques synthétisés sont souvent des
copies de composés naturels, par ex. le pyréthrinoide qui est inspiré de la plante du
Pyrethrum. (Boland et al., 2004 ; Laurin, 2007).

2.2. Pyréthrinoides de synthése
2.2.1. Origine et synthese

Le pyrethre des fleurs de chrysanthémes ont été notées pour étre des insecticides
puissants dans la chine ancienne. Il désigne la poudre faite des fleurs séchées du
chrysantheme tandis que le terme "pyréthrine(s)" désigne les six composés insecticides

contenues naturellement dans cette poudre.

Ces six pyréthrines naturellement présentes sont des esters qui consistent d'un
composant "acide", avec un noyau cyclopropane et un composant alcool et constituent de 0,9
a 1,3% des fleurs séchées. Le mot "pyrethrums” est le nom commun latin qui désigne les

variétés ornementales développé a partir du chrysantheme de Perse (Duval, 1993).

Au début, les pyrethrinoides synthétiques ont été développés a travers les substitutions
d’alcool. Cette premic€re génération présentait des inconvénients, essentiellement une
mauvaise stabilité a la lumiére du soleil. La photo-stabilité des pyréthrinoides de deuxieme
génération a été ameliorée en substituant le noyau halogéne dans le composant acide, ainsi

que I’ajout de ’a-cyano dans I’alcool (He et al., 2008).

2.2.2. Structure chimique

Les pyréthrinoides synthétiques sont des esters de I’acide chrysanthémique, c¢’est-a-dire
qu’elles sont constituées d’un cyclopropane substitué en position 1 par un groupement
carboxylate; en position 2 par deux groupements méthyles et en position 3 par un groupement
isobutényle. Les groupements méthyles géminaux rattachés a la liaison double dans le groupe
isobutényle peuvent étre substitués par des atomes d’halogéne (Figure3). Les molécules ayant
la structure du fenvalérate ou du flucythrinate sont aussi classées dans les pyréthrinoides
(Dion, 2007).

E
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Figure 3 : Structure générale des pyréthrinoides (Dion, 2007).

2.2.3. Classification

Les pyréthrinoides sont regroupes en deux catégories a savoir type | et type I, sur la

base des propriétés toxicologiques et leurs structures chimiques (figure 4). Les pyréthrinoides

de Type | sont des dérivés de pyréthrine qui ne disposent pas d'un groupe cyano et provoquent

des tremblements (figure 5) et ceux du type Il (Tableau 3) ont un groupe cyano et

provoguent le syndrome de CS (chloreoathetosis et la salivation) (Abou-Donia, 1992).

Tableau 3: Classification des pyréthrinoides en type | et type Il (Thatheyus et Gnana,

2013).
PYRETHRINOIDES
Type | Type Il
Bioallethrine Cyfluthrine
Bifenthrine Lambda-cyhalothrine

Permethrine
Metofluthrine
Tefluthrine

Teramethrine

Cypermethrine
Deltamethrine
Fenvalerate
Fluvalinate
Flucythrinate

E
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Type I: descyano, nonphenoxybenzyl

acid alcohol

Pyrethrin | Buoallethnn %\

(584 mg/kg) (1030 mg/kg)

%
i@f

Tefluthnn Tetramethrin (4640 mg/kg)
(30 mg/kg)

(>2000 mg/kg) Blfenthnn
(60 mg/kg)
Type 1: descyano, 3-phenoxybenzyl
phenoxybenzyl alcohol

Permethrin >_/& Q\ /©

(4000 mg/kg)

Figure 4 : Structure chimique et exemples de pyrethrinoides de type 1. (Bloomquist, 2015)

Type lI: a-cyano-3-phenoxybenzy|

Y@O

Cypermethrin: R, =R, = Cl (250 mg/kg)
Lambda Cyhalothrin: R, = Cl, R, = CF; (79 mg/kg)
Deltamethrin: R, =R, =Br (31 mg/kg)

S 9
—QCH C-R Fy QNH—CH—C—R F,CHO—OCH-C-R
Fenvalerate (451 mg/kg) Cl Fluvalinate (260 mg/kg) Flucythrinate
(76 mg/kg)

R = a~cyano-3-phenoxybenzyl

Figure 5 : Structure chimique et exemples de pyrethrinoides de type 2 (Bloomquist, 2015).
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2.2.4. Mode d’action

La plupart des insecticides couramment utilisés peuvent étre classés comme des
neurotoxines. Les signaux d’intoxications par les pyrethrinoides se développent rapidement et
ils existent différents syndromes d’empoisonnements pour les 2 types. Ils affectent la fibre
nerveuse en se liant a une protéine qui régule le voltage des canaux de sodium et les
empéchent de se fermer normalement, produisant ainsi une stimulation continue du nerf et des

tremblements chez les insectes empoisonnés (figure 6).

Nerve Cell #1 Synapse Nerve Cell #2
(electrical) (chemical) (electrical)
. — -
T —— '\‘/'/'@’ s
Neurotransmitter /
Receptor
POST PRE-  POST (A)
Synapse Axon Synapse Synapse Musde
GABA e r ' S ———
Receptor
l Glum
M‘hf —
Glutamate ———ee
Recaptor e
—_—
—
| I_Cdcmm
Acetyicholine Sodium Channels —— Channel
Ach) Receptor Synapse
OPs, CARBAMATES
PHENYL- (B)

PYRAZOLES
|

AVERMECTING s

‘ PYRETHRINS, PYRETHROIDS

NEONICOTINOIDS OXADIAZINES, SEMICARBAZONES
SPINOSYNS

) N
)LW:_

Figure 6 : Sites d’actions nerveuses des insecticides (Suiter et Scharf, 2008).
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En comparaison du type 1 qui exerce son activité neurotoxique en interférant avec les
canaux de sodium au niveau du systéme nerveux central, le type 2 peut aussi affecter les
canaux de calcium et de chlore qui sont important pour le bon fonctionnement des nerfs.

L’intoxication de type 1 inclue I’hyperexcitabilité, convulsions et un tremblement
complet ou syndrome T. Pour les pyréthrinoides de 2°™ génération ils provoquent
principalement une ataxie, incoordination et le syndrome CS consistant en choréoathétose
(contorsion sinueuse) et salivation. (Bloomquist, 2015).

A cause de leurs natures lipophiles les pyréthrinoides sont rapidement absorbés par les
membranes biologiques et les tissus. Plus spécialement la lambda-cyhalothrine qui pénétre la
cuticule de I’insecte perturbe la conduction du nerf en quelques minutes, qui conduit a 1’arrét
de nourriture, perte du contréle musculaire, paralysie et éventuellement la mort de I’insecte

(He et al., 2008).
2.3. Présentation du produit :

2.3.1. KARATE® avec technologie Zeon

Les scientifiques ont développé une technologie de micro encapsulation pour rendre
KARATE® encore plus efficace, réduire I'exposition de l'opérateur, et I'adapter pour une
utilisation intérieure avec une libération lente et libération rapide pour [I’utilisation a
I’extérieure (Syngenta).

+ Protection contre les ravageurs et les maladies.

+ Premiére immatriculation: US 1988.

+ Utilisation: Comme un insecticide a large spectre sur plus de 500 cultures, et contre

les insectes qui transmettent la maladie humaine, y compris les moustiques paludéens

2.3.2. Matiere active « Lambda-cyhalothrine » : La lambda cyhalothrine est un
insecticide pyréthrinoides de type 2. Utilisé pour le contréle des insectes nuisibles dans
I'agriculture et dans la santé publique et la construction etc. Lambda-cyhalothrine est une
forme isomeére enrichi de deux diastéréomeres biologiquement active. (FAO).

2.3.3. Structure de Lambda-cyhalothrine :
+ Nomenclature chimique : 3-(2-chloro-3,3,3-trifluoro-1-propenyl)-2,2-dimethyl-cyano

(3-phenoxyphenyl)methyl cyclopropane carboxylate.

+ Formule moléculaire : C23H19CIF3NO3
+ Masse moléculaire Relative : 449.9. (OMS).

E
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Figure 7 : Structure chimique de lambda cyhalothrine (khaldoun oularbi, 2014)

2.3.5. Propriétés physiques et chimiques

+

- & & = ¥

+

Etat physique : liquide

Forme : liquide transparent a légérement turbide
Couleur : jaune a jaune pale

Odeur : aromatique

PH:>4.0-6.5a1% wiv

Point de rupture : > 38 °C Abel-Pensky c.c.
Densité : 0.905 g/cm3 a 20 °C. (Syngenta, 2010)

2.4. Toxicité
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Tableau 4 : Toxicité et effets des pyréthrinoides (Thatheyus et Gnana , 2013

Toxicité

Définition

Effets des
pyréthrinoides

Aigue et subaigte

Aigué : absorption
d’une dose massive de
substance une fois ou
plusieurs fois trés
rapprochées.

Subaigue : résulte de
I’absorption répétee
d’une substance
pendant un temps
limité.

Les pyréthrinoides en
général sont moins
toxiques que d’autres
pesticides (avec
I'exception de :
esfenvalérate, la
deltaméthrine, la
bifenthrine, téfluthrine,
flucythrinate,
cyhalothrine et
fenpropathrine qui
montrent des toxicités
aigué par voie orale les
plus élevees). Des
études ont montrés les
principaux effets de
pyréthrinoides comme
une neurotoxicité a des
doses élevées et une
hypertrophie du foie.
Beaucoup de
pyréthrinoides sont
Iégerement a
séverement irritant pour
la peau et les yeux et
causent une
sensibilisation de la
peau du visage.

Chronique et sub-
chronique

Chronique : résulte
de I’absorption
répétée pendant un
temps suffisamment
long de faibles doses
toxiques.

Sub-chronique :
toxicité réitérée
pendant plus de 28
jours et moins de 90
jours.

D'autres effets de

toxicité des
pyréthrinoides chez
les mammiferes
comprennent la
réduction du taux de
croissance, une
hypertrophie du foie
avec augmentation
de son activité et de
certaines enzymes, la
suppression du
systeme
immunitaire, ils
affectent la qualité
du sperme associée a
une augmentation
des lésions de 'ADN
des spermatozoides
et des lésions au
systéme nerveux.

Mutagénicité et
cancérogeénicité

Mutagénicité :
modification soudaine et
permanente et
transmissible du
génotype.

Cancérogénicité :
processus pathologique
entrainant I’apparition de
cellules malignes.

La mutageénicite des
pyréthrinoides est
considéré comme tres
faible et que la
perméthrine a éteé rapporté
comme ayant un faible
potentiel cancérigene par
USEPA. Un rapport de
I'OMS stipule qu'il n'y a
pas d'études en
laboratoire qui ont révélé
un effet cancérigéne
pertinent pour les
humains.

E
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2.5. Caractéristiques

La lambda cyhalothrine est considérée comme produit organiques persistant (POP), ceux sont
des:

e Produits chimiques organiques synthétiques.

e Persistant dans lI'environnement.

e Transport & longue distance conduit a la pollution mondiale.

e Lipophile.

e Accumuler dans la chaine alimentaire.

e Niveaux élevés dans les poissons et les mammiferes marins.

e Toxicité aigué bien caractérisée (OMS, 2008).

5
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3. Foie « organe de détoxification »
3.1. Anatomie du foie du lapin

Le foie peut étre divisé en larges lobes ; c’est le cas chez différents mammiféres
comme I’homme notamment (Gilles et al., 2006). Le foie du lapin est situé dans la région
épigastrique, entre les deux arcs costaux, atteignant le niveau de la 7™ cote droite et la 9™
cbte gauche. C’est un organe lobé, composé de cing lobes : le lobe droit, caudé et quadrate, le
lobe gauche est séparé en deux parties (la partie latérale et la partie médiane) (Figure 8).

choledoch
duct

Y caudate
processus

papillary
process

right
lobe
cystic duct

lateral part
of left lobe gallblader

medial part
i, ofleft lobe

quadrate
lobe

Figure 8: Structure du foie de lapin montrant les différents lobes (stamatova-yovcheva et

al., 2012).

La partie dorsale du foie de lapin est située transversalement vers le plan médian. Les
lobes hépatiques latéral et médial gauche sont paralléles a la droite. Le lobe hépatique médial
couvre le latéral gauche sur la surface diaphragmatique. Ce dernier est visible uniqguement sur

la surface viscérale.

Le lobe quadrate est étroit et marqué par sa localisation dans la fosse de la vésicule
biliaire. Le processus caudé est trés développé et a I'impression du rein droit. La vésicule
biliaire a une forme cylindrique et ne parvient pas au bord ventral du foie. (stamatova-
yovcheva et al., 2012). le foie, trés développé chez le lapin (plus de 7 % du poids de la

carcasse) (Ouhayoun, 1989).

)
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3.2. Histologie

Il est nécessaire de connaitre I'agencement microscopique des tissus hépatiques pour
comprendre les fonctions du foie. Pendant des années on a considéré le lobule hépatique
comme I’unité structurale du foie ce lobule possede une forme grossiérement hexagonale et

est centré par une veinule hépatique terminale (veinule centrolobulaire) (Figure 9).

Cellules hépatiques Artére hépatique

R i
z;f.?;? s
3 '$ . 'L_

canal biliaire

sinuosides 7

' ) ' ol
Veine centrale + N:r"

EiHoartis

Figure 9: Schéma de parenchyme hépatique (Matecki, 2007)

Plus recemment on a estimé que la physiologie de cet organe était plus précisément
représenté par une autre unité structurale, ’acinus hépatique dont la forme évoque un grain de
raisin, il est situé au moins entre deux veinules hépatiques terminales. L’acinus se divise en 3
zones « 1, 2,3 » (Figure 10), la zone 1 est contigué a 1’espace porte et regoit le sang le plus
oxygené, tandis que la zone 3 est la plus éloignée recoit le sang le moins riche en oxygéne,

entre les deux il y a une zone intermédiaire (zone 2) (Young et al., 2008).

E
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Figure 10 : Schéma représente I’acinus hépatique (Young et al., 2008)
+ Hépatocytes : cellules parenchymateuses

Les principales cellules fonctionnelles du foie sont les hépatocytes, ce sont de grande
cellules arrondit, disposée en travées, peu épaisse, separées par de fins sinusoides vasculaire a
travers lesquels circule le sang qui provient des branches terminales de la veine porte et de

I’artére hépatique.

Le foie présente donc cette particularité d’étre irrigué a la fois par du sang artériel et par
du sang vineux, les produits alimentaires absorbés passent directement de 1’intestin au foie par
I’intermédiaire de la veine porte. Aprés son passage dans les sinusoides, le sang gagne la
veine cave inferieure par ’intermédiaire de la veine sus-hépatique. Les vaisseaux sanguins et
canaux les plus volumineux cheminent dans le foie a I’intérieur d’un réseau ramifié de nature
collagéne forme les espaces portes dont chacun contient une triade portale: un petit canal
biliaire, une artériole (branche de l'artére hépatique), et une veinule (branche de la veine
porte) (Andre et al, 2016; Young et al., 2008).

+ Autre cellules : cellules non parenchymateuse

Tout au long des parois des sinusoides on trouve trois types de cellules: cellules
endothéliales, les cellules de Kupffer (cellules phagocytaire a noyau fusiforme), et des

cellules étoilées (Young et al., 2008).
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3.3. Vascularisation

La veine porte de I’artére hépatique se ramifie de facon répétée a I’intérieur du foie.
Leurs branches terminales cheminent dans les espaces portes et aboutissent aux sinusoides. Le
sang de ce double systéeme circule entre les travées hépatocytaires anastomosées dans les

sinusoides qui convergent vers une veinule hépatique terminale (veine centro lobulaire).

Les veinules hépatiques terminales se drainent dans des veines intercalaires, aboutissant
a la veine hépatique qui rejoint la veine cave inférieure. La bile est sécrétée dans un réseau de
minuscules canalicules biliaires situés entre les membranes plasmique des hépatocytes
adjacents. Le réseau canaliculaire se draine dans un systéeme de canaux biliaires collecteurs
situés dans les espaces portes. La bile gagne ensuite I’arbre biliaire extrahépatique avant de
rejoindre le duodénum (Figure 11) (Young et al., 2008)

Figure 11: Schéma représente 1’organisation de la vascularisation hépatique et des

voies biliaires intrahépatique (Young et al., 2008)

3.4. Physiologie du foie

Le foie est la fabrique métabolique du corps. Il intervient et joue un rdle important
dans le métabolisme des protéines, des hydrates de carbone et des graisses. (Thiele., 2010).
Ses principales fonctions se résument dans le tableau 2 :

3
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Tableau 5 : Principales fonctions du foie (Young et al., 2008)

FONCTIONS DU FOIE

Meétabolisme des hydrates de carbone

e Régulation de la glycémie par les processus de glycogenese, glycogénolyse
et néoglucogenese.

Meétabolisme des graisses
e Oxydation des triglycérides pour produire de I’énergie.
e Synthese de lipoprotéines plasmatique.
e Syntheses du cholestérol et de phospholipides.

Meétabolismes protéique
e Synthése de protéines plasmatiques, incluant I’albumine et des facteurs de
coagulations.

e Synthese des acides aminés non essentiels.

Métabolisme intermédiaire

o Détoxification de médicaments et toxiques variés, comme 1’alcool

Sécrétion
e Synthese et sécrétion de la bile, cette derniere contient de nombreux

produits résultant des processus précédents.

Stockage

e Stockage de glycogene, de vitamines, et de fer

3.5. Détoxification
Le foie est I'organe central de la  détoxification des substances exogenes

(xénobiotiques) et endogenes. Tandis que les substances hydrosolubles peuvent étre excrétées
par les reins, ces substances doivent étre transformées dans les hépatocytes avant 1’excrétion.
Les biotransformations a I’intérieur du foie comprennent non seulement la détoxification,
mais aussi ’activation de certains composés (ex : pro-drogues).

Le processus de détoxification peut étre divisé en 3 phases :

al la premiére phase : La premiere étape ou phase de fonctionnalisation met en jeu
souvent les cytochromes P450 (CYPs), notamment ceux appartenant aux familles 1, 2 et 3
(Guengerich, 2008). Les substances lipophiles sont conjuguées avec un groupe réactif (-
NH2, -COOH, -OH, ou-SH) qui augmente la polarité de la molécule.

La fonctionnalisation est accomplie par oxydation/hydroxylation, réduction ou

hydrolyse, cela dépend du groupe ajouté.

=
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La réaction de phase 1 peut étre suffisante pour rendre les substances hydrophiles et
améliorer 1’excrétion rénale (Sendensky et Dufour, 2011).

b/ La deuxiéme phase : les réactions de la deuxieme phase sont catalysées par les
transférases, elles conjuguent les xénobiotiques avec des composés endogenes tels que le
glutathion, les acides aminés, I’acide glucuronique ou le sulfate. (Dufresne, 2000). Les
conjugués générés due a leurs nouvelle caractéristiques acides deviennent plus hydrophile et
peuvent étre excréter plus facilement, par les reins ou dans la lumiére intestinal par extraction
de la bile (Sendensky et Dufour, 2011).

¢/ La troisieme phase : elle est constituée de transporteurs transmembranaires. Les
composés nuisibles conjugués avec des fragments chargés tels que : le glucuronide, le
glutathion, et le sulfate sont ensuite pompés dans la bile a travers la membrane canaliculaire
par différents transporteurs nommées ABC (ATP binding cassettes). Les composes conjugues
peuvent également €tre transportés dans le sang par des pompes telles que I’ABCC3, ABCC4
et ABCGS5, resultant en I'excrétion urinaire apres filtration ou I'excrétion actif dans le rein
(Sendensky et Dufour, 2011).

XOH

.
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05 ROH |
F
X X e XOH s XOR —O—»xeR
‘O/ Ex : P450 ~ (Ex:GST Ex : MRP
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E x: PgF S o
| Cellule ~.

. W
-
~ 3
Phase | : fonctionnalisation

Fhase Il : conjugaison (+ hydrophilie)
Fhase lll : expulsion de conjugues ou du produit parent (ex: PgP, MRF)
Q - expulsion du xénobictique inchangé ou conjugué

Figure 12 : Métabolismes des xénobiotiques (Beaune et Loriot, 2000)

3.6. Evaluation d’une hépatotoxicité
Le foie est un organe multifonctionnel complexe. Les lésions hépatiques peuvent
résulter de lésions directes des hépatocytes ou de lésions des cellules des canalicules biliaires,
de I’épithélium des sinusoides ou des cellules de Kupffer, qui altérent la fonction hépatique

ou endommagent indirectement les hépatocytes.

E
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Elles englobent un large éventail de manifestations cliniques et pathologiques, et divers
mécanismes peuvent provoquer des manifestations allant de 1’élévation asymptomatique des
taux enzymatiques a une dysfonction seévere. Un suivi serré des bilans hépatiques est aussi
recommandés lorsque des signes hépatiques sont détectés.

Les techniques histopathologiques et de pathologies cliniques habituelles, constituent
les méthodes les plus fiables d’évaluation de I’hépatotoxicité. Dans les études toxicologiques
in vivo.

Le bilan clinique réalisé pour surveiller ’apparition de Iésions hépatocellulaires devrait
comprendre un dosage de I’Alanine Aminotransférase (ALAT) et de 1’Aspartate
Aminotransférase (ASAT) de méme que le Gamma Glutamyltransférase (GGT) (Assis et
Navarro, 2009).
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I.1Matériels
11.1.1 Matériel biologique

Le présent travail a été réalisé durant la période allant du mois de Mars jusqu’au mois de Juin
2016. Pour notre étude on a utilisé des lapins males de souche Néo-zélandaise fournis par ’animalerie
du CRD de Médéa ayant un poids moyen de 3000 + 500g. Les animaux sont élevés dans des cages
métalliqgues aux conditions de I’animalerie, a une température de 23 + 2 °C, et un cycle
lumiére/obscurité de 12h. Ils regoivent un régime alimentaire standard et équilibré et de 1’ecau de

robinet pour une consommation a volonté.
11.1.2 Matériel non biologique

Au cours de cette expérimentation, un insecticide « Karate avec technologie Zeon » dont la
matiére active est lambda cyhalothrine a été utilisé. Ainsi que la vitamine C pure.

Le matériel non biologique utilisé lors du présent travail a savoir: verrerie, réactifs chimiques,

solutions et appareillages sont donnés dans I’annexe 3.

Figure 13: Deux formulations de Vitamine C pure (sigma Aldrich & Additif alimentaire) photo

originale.
11.2 Méthodes

11.2.1 procédure d’évaluation de la toxicité subaigué de LCT et et de I’effet de la Co-

administration de la vitamine C

Notre étude porte sur les variations du poids corporel, le poids absolu du foie, quelques parametres
biochimiques de la fonction hépatique (glycémie, ASAT, ALAT, GGT) et une étude
histopathologique du foie chez le lapin male aprés administration journaliére d’'une méme dose de
lambda cyhalothrine (10mg /kg/p.c.) pendant 14 jours (toxicité subaigu€) et une Co-administration de

la vitamine C sous deux formes pures (Sigma et additif alimentaire).

25



Chapitre 11 Matériel et Méthodes

11.2.2 Préparation des lots

L’expérimentation a été accomplie sur 12 lapins, de poids corporel moyen 3000 + 500g répartis en
4 lots homogeénes de 3 lapins chacun selon leur poids moyen comme suit :

Lot 1(Control) : Témoin

Lot 2 (LCT) : lapins traités par lambda cyhalothrine

Lot 3 (LCT + Vit Cs): lapins traité par lambda cyhalothrine +vitamine C sigma

Lot 4 (LCT + Vit Ca) : lapins traité par lambda cyhalothrine + vitamine C additif
+ Marquage

Les lapins ont été marqués par un marqueur spécifique, numérotation individuelle sur I’oreille de
chaque lapin. Chaque lot est mis dans une cage métallique avec une étiquette portant la mention

témoin ou traité par lambda cyhalothrine ou traité par lambda cyhalothrine + vitamine C.

Figure 14: Marquage des lapins (originale).

4+ Pesée

Les animaux ont été pesés tout au long de la période expérimentale (14 jours) afin de suivre leurs

évolutions pondérales.
11.2.3 Préparation des doses du produit administré

Pour I’étude toxicologique de lambda cyhaothrine une dose de 10 mg/kg poids corporel a été
calculée selon le poids moyen de tous les lapins par lot. La quantité obtenue est dilué dans de I’eau
distillée selon le nombre de lapins puis administré par gavage. Cependant, une dose de vitamine C

calculée a raison de 200 mg /Kg/p.c. et administrée par injection intrapéritonéale.

B
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11.2.4 Traitement des animaux
Les quatre lots de lapins ont été traités comme suit :

Le 1% lot (tmoin) recevait 1mL/lapin/jour d’eau distillée par gavage gastrique, et une injection

intrapéritonéale de 1mL/lapin/jour d’eau physiologique.

Le 2eme lot (LCT) recevait pendant 14 jours, par gavage gastrique la dose correspondante de LCT

(ImL /lapin /jour), et une injection intrapéritonéale d’eau physiologique (1mL/lapin/jour).

Le 3eme lot (LCT+Vit Cs), recevait durant les 14 jours de traitement, par gavage gastrique la dose
correspondante de LCT, a raison de 1mL /lapin/jour, et une injection intra péritonéal de

ImL/Lapin/jour de la vitamine Cs (sigma-Aldrich).

Le 4éme lot (LCT+ Vit Ca) est traité de la méme maniére que le 3éme sauf que la vitamine C est

sous forme d’additif alimentaire.

Figure 15 : Gavage (A) et injection intrapéritonéal (B) (photo originale).

11.2.5 Prélevement sanguin

Au 14éme jour de I’expérimentation, on procede au prélévement sanguin de tous les lapins. Les
quatre lots sont mis & jeun depuis la veille. Les animaux sont d’abord mis au chaud, ensuite on les
restreints dans des boites de contention, on leurs rase les oreilles (localement anesthésiés) et on leurs
nettoie la peau avec de 1’alcool puis on introduit la seringue et on préleve le sang. Le sang est recueilli
dans des tubes héparinés et portant un numéro d’identification ainsi que la mention témoin ou traitée.

Le volume du sang prélevé est de 3 a 4 mL (Figure 16).
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Figure 16: Prélevement sanguin (photo originale).

Le sang ainsi prélevés est immédiatement transférer au laboratoire d’analyses médicales dans une

boite d’isolation thermique.
11.2.6 Analyses biochimiques

Les prélevements sanguins destinées au dosage biochimique ont d’abord été centrifugés a 3000
tours/min pendant 15 min, pour séparer le sérum du culot et ont été analysés par I’automate Vitros
4800 (I’annexe 3).

L’analyse biochimique concerne les paramétres suivants : glycémie, aspartate amino-transféras
(ASAT), alanine amino-transférase (ALAT) et gamma-glutamyl transférase (GGT).

11.2.6.1 Dosage du glucose

Principe

Le glucose est oxydé par la glucose oxydase (GOD) en acide gluconique et peroxyde d’hydrogene
(H202). Ce dernier, en présence de peroxydase (POD), réagit avec le chloro-4-phenol et le
chromogene incolore 4-amino antipyrine (PAP) pour former une quinoneimine (composé coloré en

rouge). Le schéma réactionnel du dosage du glucose se résume comme suit :

GOD ;
Glucose + 02 + H20 ! v Acide gluconique + H202
POD
H202 + Chloro-4-phenol + 4-Amino-antipyrine > Quinoneimine + H20
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11.2.6.2 Dosage de I’Aspartate Amino-Transférase (ASAT)
Principe

L’aspartate amino-transférase (ASAT) appelée aussi oxaloacétate de glutamate (TGO) catalyse le
transfert réversible d’un groupe aminé a partir de I’aspartate au 2- oxoglutarate formant | L-glutamate
et I’oxaloacetate. L’oxaloacétate est réduit au malate par la malate deshydrogénase (MDH) et le

NADH, H+, selon le schéma réactionnel suivant :

ASAT

L-Aspartate + 2-Oxoglutarate » L-Glutamate + Oxaloacétate

MDH
Oxaloacétate + NADH + H' > L-Malate + NAD*

11.2.6.3 Dosage de I’Alanine Amino-Transférase (ALAT)

Principe

L’alanine amino-transférase appelée aussi pyruvate de glutamate transaminase (TGP) catalyse le
transfert réversible d’un groupe aminé a partir de 1’alanine au 2- oxoglutarate formant la L-glutamate
et le pyruvate. Le pyruvate est réduit au lactate par la lactate déshydrogénase (LDH) et le NADH, H+,

selon le schéma réactionnel suivant :

ALAT
L-Alanine + 2 Oxoglutarate > L-Glutamate + Pyruvate

LDH
Pyruvate + NADH + H* ! > D-Lactate + NAD*

La diminution de I’absorbance due a la conversion du NADH en NAD+, mesurée pendant un temps

donné a 340 nm, est proportionnelle a la concentration en ALAT dans 1’échantillon.
11.2.6.4. Dosage de y-Glutamyl Transférase (y-GT)
Principe
L’activité de la y-Glutamyl Transférase est déterminée selon le schéma réactionnel suivant :

v-GT
L- y-Glutamyl-p-nitroanilide + glycylglycine :> L- y-Glutamyl-glycylglycine + p-nitroaniline
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La y-GT présente dans 1’échantillon catalyse le transfert du groupe glutamyl du substrat vers la
glycylglycine pour former la glutamylglycylglycine et le p- nitroaniline. Le taux de formation du p-
nitroaniline, est directement proportionnel a I’activité de la y-GT présente dans 1’échantillon et peut se

mesurer cinétiquement a 405 nm.

Les tableaux des différents réactifs utilisés dans les dosages des paramétres biochimiques figurent

dans ’annexe 4.

11.2.7 Sacrifice et préléevement du foie

Les animaux sont sacrifiés a la fin de la période d’expérimentation. Les lapins sont immobilisés et
anesthésier par T61. Le foie de chaque animal est prélevé et pesé pour I’évolution du poids. L organe
est ensuite mis dans des flacons contenant un liquide de fixation (formol a 10%) pour leurs
préservations (Figure 17).

Figure 17 : Dissection du lapin (A) et foie prélevé (B) (originale).

11.2.8 Etude histologique du foie

Les foies prélevés ont été soumis aux techniques histologiques. Les coupes histologiques ont été
réalisées au CHU parnet, service d’anatomie et pathologie, Nous avons suivi les étapes classiques de

I’histologie Gabe, (1961) a savoir :

* Fixation
A pour but la conservation des structures et le durcissement des pieces. Elle doit se faire
immédiatement apres le prélévement, par immersion du matériel dans un liquide fixateur (le formol a

10%). La durée de la fixation varie selon le volume des prélévements (de quelques heures pour un

petit fragment biopsique a plusieurs semaines pour un cerveau humain entier).

Circulation

ﬂ
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La déshydratation permet d’¢liminer graduellement I’eau contenue dans les tissus afin de le
remplacer par un solvant de paraffine. Les organes contenus dans les cassettes passent par des bains
d’alcool a concentration croissante 70°, 90°, 95° et 100° respectivement pour réaliser une
déshydratation en douceur. IIs subissent par la suite 1’éclaircissement dans deux bains de xyléne..

* Inclusion et confection des coupes

L’inclusion a la paraffine consiste a faire pénétrer le tissu par la paraffine liquide, apres
refroidissement, on se trouve en présence d’un bloc de paraffine dur, a I'intérieur duquel la piéce
prélevée est incluse.

Les coupes du bloc de paraffine sont faites avec un microtome permettant de réaliser des tranches
de section (coupes) de 2 a 5 um d’épaisseur. Les coupes sont recueillies sur des lames de verre.

* Colorations

Réalisées sur lames, accentuent les contrastes pour mieux reconnaitre les différents éléments de la
préparation. Comme les colorants sont en solution aqueuse, les coupes doivent d’abord subir une
réhydratation. Celle-ci est effectuée aprés déparaffinage des coupes (par la chaleur et des bains de de
xylene) en immergeant les lames dans des bains d’alcool de degré décroissant puis dans 1’eau
distillée. Les colorations de routine utilisent un (hémateine) ou deux colorants différents :
I’Hématéine-Eosine (H.E.) associe I’hématéine qui colore les noyaux en violet et 1’éosine qui colore
les cytoplasmes en rose. comportant un bain de 5 min d’hématoxyline (MERCK), qui colore en bleu
violacé les structures basophiles (noyaux), un bain de HCI 1% pour différencier les coupes et obtenir
une coloration rose, un bain de 3 min en milieu carbonate de lithium pour colorer en bleu les coupes
et un bain de 5 min dans 1’éosine pour colorer les structures acidophiles (cytoplasme). Tous ces bains
sont séparés par des lavages a 1’eau de robinet.

* Montage

les coupes colorées sont montées entre lame et lamelle avec une résine synthétique dont I’indice
de réfraction est voisin de celui du verre puis ils sont observées au MO et photographiées a 1’aide
d’un appareil photo (Leica wild MP 48).

11.2.9 Analyses statistique

Les données obtenues, a savoir I’évolution corporels et les valeurs des parametres biochimiques
dosés, ont été analysées statistiquement par le test d’ANOVA one way au moyen du logiciel «
STATISTICA » version 8:0, en comparant le lot témoin a chacun des lots traités. Les résultats

obtenus ont été représenté graphiquement.

=
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Chapitre 111 Résultats et Discussion

I11.1 Résultats
Afin d’étudier I’effet amélioratif de la vitamine C, on commence d’abord par

provoqué une toxicité subaigué avec un insecticide lambda cyhalothrine a raison de
10mg /Kg/p.c, par la suite, on test I’association du toxique avec ’acide ascorbique a raison
de 200mg/Kg/p.c. L’effet a été observé sur :

e L’évolution pondérale

e Variation des parametres biochimiques

e Variation du poids du foie et son histologie
111.1.1 Effet du traitement sur I’évolution pondérale

Les résultats du suivi quotidien du poids des lapins pendant la période
d’expérimentation sont représentés dans la Figure 18 et Tableau Il (Annexe 5). Durant la
premiére semaine le poids moyen du lot traité (LCT) (2848,4+25,9) est inferieur a celui du
control (2905,1+58,5) et le lot LCT+Vit Cs (3083,9£27,06 mais légerement supérieur au lot
LCT+Vit Ca (2829,09+42.7).

Pendant la deuxiéme semaine les lapins du lot traité (LCT) présentent une légére prise
de poids (2850,09+9,4) alors que le poids du lot témoin a fortement augmenté (3003,1+51,8).
D’un autre cbté, on remarque que les lots LCT+Vit Cs et LCT+Vit Ca ont diminués par
rapport a la premiere semaine (2929,6+28 ,04) et (2688,04+38,8) respectivement.

Ceci démontre que le traitement par le lambda cyhalothrine empéche la prise de poids et
donc I’évolution des animaux.
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Figure 18 : Evolution pondérale des lapins témoins et traités pendant la période

expérimentale
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111.1.2 Effet du traitement sur les parameétres biochimiques

Les résultats du dosage des parameétres biochimiques montrent que le traitement par le
lambda cyhalothrine affecte certains paramétres biochimiques dont la glycémie, les
transaminases (ASAT et ALAT) et la GGT alors que la supplémentation en vit C induit un
effet améliorant.

111.1.2. 1 Glycémie

Les résultats rapportés sur la Figure 19 et Tableau Il (Annexe 5), montrent que le
traitement par lambda cyhalothrine (LCT) pendant 14 jours, provogue une augmentation du
taux plasmatique en glucose chez le lot traité uniquement par lambda cyhalothrine
(1,19+0,02) par rapport au lot témoin (1,11+1,08). Cependant nous avons notés une légere
augmentation chez le lot traité par le LTC +Vit ¢ 6 (1,16+0,01) et LTC+ Vit c a (1,15+0.05).

Le traitement par la vitamine c (sous ces deux formes) diminue la glycémie, en

comparaison avec le lot (LCT).

Variation de la Glycémie
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Figure 19 : Variation de la glycémie chez les lapins témoins, traités par LCT et LCT+ Vit C
(sigma et additif).
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111.1.2.2 Activité Enzymatique de I’Aspartate Amino-Transférase (ASAT)

On observe une augmentation importante du taux sérique en ASAT chez le lot traité
(LCT) (65,3£17,1) comparé au lot témoin (36+4,5). Cependant une diminution chez les lots
traité par la vit C (sigma et additif) par rapport au groupe LTC {M(vit Cs)=31,6+4,5 ; M(vit
Ca)=21,6£0,3}. Figure 20 et Tableau IV (Annexe 5).
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Figure 20 : Effet du traitement par LCT et LCT+Vit Cs et LTC+ Vit Ca en comparaison

avec le témoin sur le taux serique d’ASAT chez le lapin traité pendant 14 jours.
I11.1.2. 3 Activité enzymatique de I’Alanine Amino-Transferase (ALAT)

L’activit¢ enzymatique de I’ALAT représentés dans la Figure 21 et Tableau V
(Annexe 5), a aussi connu une augmentation chez le lot traité par lambda cyhalothrine (LCT)
(94,3+10,9). En revanche, on remarque une diminution des taux seriques en ASAT chez les
lapins co-traités par la vit C {sigma (56,3£3,7) et additif (55+£3,4)} en comparaison au lot

témoin (77+4,19), refletant ainsi I’activité de la vitamine C.
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Variation de ALAT UL/L
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Figure 21 : Effet du traitement par LCT et LCT+Vit Cs et LCT+ Vit Caen comparaison
avec le témoin sur le taux sérique d’ALAT des lapins a J 14.

111.1.2. 4 Activité enzymatique de la y-Glutamyl Transferase (y-GT)

Les résultats du dosage plasmatique de I’activité enzymatique de la y-GT représenté sur
la Figure 22 et Tableau VI (Annexe 5) indiquent une augmentation chez les lots traités par

LCT et LCT+Vit Cs de (11,6£0,6), (11,6+0,4) respectivement.

NB : Cette augmentation pour le lot (LCT+Vit Cs) est due a un lapin malade s1.

Cependant, la supplémentation en vitamine Ca améliore ce parametre et empéche

I’augmentation du taux de la y-GT chez le lot LCT+ Vit Ca.
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Variation de GGT
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Figure 22 : Effet du traitement par LCT et LCT+Vit Cs et LCT+ Vit Caen

comparaison avec le témoin sur le taux sérique de la yGT des lapins a J 14.
111.1.3 Effet du traitement sur le poids absolu du foie

Les résultats illustrés dans la Figure 23 et Tableau VII (Annexe 5) montrent une
augmentation du poids du foie chez les lots LCT+Vit Cs et LCT+ Vit Cade (89,8+3,6),
(100,2+8,9) respectivement. Cette augmentation est moins importante chez le lot traité
seulement par LCT (79,3£2,9) par rapport au lot témoin (76,3+7,2).
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Fole

Variation du poids moyen du foie
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Figure 23 : Effet du traitement par LCT et LCT+Vitcset LCT+ Vitcaen

comparaison avec le témoin sur le poids moyen du foie.
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111.1.4. Effet du traitement sur I’histologie du foie

L’analyse des coupes histologiques du foie des lapins a différents grossissement permet de
comprendre 1’architecture hépatique et de mettre en évidence les lésions causées par le

traitement.

> Lot témoin
Apres obtention des coupes histologiques du parenchyme hépatique des lapins témoins,
on observe une organisation du foie normal avec une architecture lobulaire habituel : des
travées hépatocytaires avec un cytoplasme des hépatocytes dense et des noyaux arrondi,
autour d’une veine Centro lobulaire et entre eux des sinusoides et des espaces portes (planche
1).

> Lot traité par lambda cyhalothrine
L’observation des coupes histologiques du parenchyme hépatique des lapins traités par
la LCT nous montre une désorganisation tissulaire du lobule hépatique a faible grossissement
avec dilatation sinusoidale, des infiltrats inflammatoires au niveau des espaces portes, (a Gr x
400) on remarque une congestion importante au niveau de 1’espace porte et une destruction

des hépatocytes péri-portale (planche 2).

> Lot traité par lambda cyhalothrine + Vit C
Chez les animaux traités par la LCT et co-administrés par les deux formes de la
vitamine C, on remarque a faible grossissement (Gr x100) que I’architecture lobulaire est

reconnaissable avec une légére dilatation des sinusoides et absence de congestion.

Au fort grossissement (Gr x 400) on observe des travées hépatocytaires qui convergent
vers la veine Centro lobulaire et des noyaux de couleur foncés qui indique une importante

activité nucléaire qui a pour but la régénération des hépatocytes (planche 3 et planche 4).
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> Histologie du parenchyme hépatique des lapins témoin
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grossissement x100 (A) et au fort grossissement x400 (B).

H : hépatocytes, S : sinusoide, VC : veine Centro- lobulaire, Cb : cellules

binucléés, N : noyaux.
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> Histologie du parenchyme hépatique des lapins traités par LCT

Planche 2 : Histologie du parenchyme hépatique des lapins traités par LCT au faible
grossissement x100 (A) montre une congestion vasculaire et au fort grossissement x400 (B)

montre une Inflammation au niveau de 1’espace porte.

CV : congestion vasculaire, EP : espace porte, S: sinusoides, €2 : infiltrat

inflammatoire.
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> Histologie du parenchyme hépatique des lapins traités par LCT + Vit C additif
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Planche 3 : histologie du parenchyme hépatique des lapins traités par (LCT + Vit
additif) au faible grossissement x100 (A) et au fort grossissement x400 (B).

EP : espace porte, H : Hépatocytes, S : Sinusoide, VC : Veine Centro-

lobulaire, €= |obule hépatique.
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> Histologie du parenchyme hépatique des lapins traités par LCT+VitC o

Planche 4: Histologie du parenchyme hépatique des lapins traités par LCT+VitC o
au faible grossissement x100 (A) et au fort grossissement x400 (B) mettant en

évidence une inflammation au niveau de ’espace porte.

EP : espace porte, N : noyau, CK : cellules de kupffer, En : cellules
endothéliale, N : noyau, H : Hépatocytes, VC : Veine Centro- lobulaire
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111.2. Discussion

La vitamine C est un antioxydant qui fonctionne comme un donneur d'électrons pour

protéger le corps contre les radicaux et les polluants (Fetoui et al., 2009).

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés a évaluer cet effet protecteur de la
vitamine C chez le lapin male adulte contre I'népatotoxicité induite par une dose de 10
mg \Kg\p.c. de lambda cyhalothrine (LCT) administré pendant 14 jours par voie orale. L’effet
de LCT a été observé sur I’évolution pondérale des lapins, la variation des parametres

biochimiques hépatiques, le poids absolu du foie et son histologie.

Nos résultats montrent que I’administration de LCT affecte la prise du poids, avec une
Iégére baisse chez le lot traité uniquement par lambda cyhalothrine comparés au lot témoin.
Des résultats similaires sont rapportés par Yousef, (2010) ou les poids corporel des lapins
males traites par le lambda cyhalothrine diminue significativement par rapport au groupe
control et pourrait étre due partiellement a la faible consommation de nourriture. Le méme

résultat est observe sur les travaux de Fetoui et al., (2008) chez le rat wistar.

Dans notre étude les lots traités par co-administration de la LCT + vit C sous ces deux
formes (sigma et additif) présente une diminution du poids par rapport au témoin ce qui

concordent avec les résultats de Fetoui et al., (2009).

Les résultats de Yousef, (2010) obtenues sur les lapins californien et néo-zélandais
blancs traités avec la lambda cyhalothrine et supplémentés avec de la vitamine E ou est

rapportés une prise de poids avec une amélioration de la consommation de nourriture.

Dans le métabolisme glucidigue, le foie joue un role important dans I’homéostasie de la
glycémie qui a été demontré pour étre un indicateur sensible du stress environnemental pour

tout polluant chimique, y compris les pesticides (Banaee, 2012).

L’administration de lambda cyhalothrine provoque chez les lapins traités uniquement
par ce dernier une augmentation tres importante du taux de glucose. Nos résultats sont
confirmés par de nombreuses autres études effectuées avec différents types de pyréthrinoides
sur différents sujets (humains, rats, poissons, poussins, lapins) (Cremer et Seville., 1982 ;
garg, 2004 ; Yousef et al., 2006 ; shakoori et al., 1990 ; Lee, 2011 et 2012 ; Khaldoun
Oularbi, 2014). L’étude de Mostakim et al. (2015) a évaluer la toxicité chronique d’un

pesticide (Quinalphos) sur la glycémie chez le barbeau argenté « Barbonymus Gonionotus ».
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IIs montrent que I’augmentation du taux de glucose indique que ce poisson génére
plus de glucose pour produire de I'énergie utilisé dans la lutte contre le stress induit par le
pesticide. Cette augmentation du niveau de glucose aurait pu résulter de lI'augmentation de la
néoglucogenese et la glycogénolyse ainsi que l'inhibition de la glycogénése au cours du stress
(lwama et al., 1999).

La Co-administration de la vitamine C (sigma ou additif) a atténué le taux de
glycémie ce qui concorde avec les résultats de Hussein et al. (2012) suite a une toxicité par
un autre insecticide de la famille de pyrétrinoides le fenvalerate.

Le foie est le site majeur du métabolisme des pesticides. Ce tissu accumule de grandes
concentrations de leurs métabolites (Fetoui et al., 2009). L’évaluation d’une hépatotoxicité
suppose 1’observation des paramétres suivants : les transaminases 1’alanine amino transférase
(ALAT) et I’aspartate amino transférase (ASAT) ainsi que la gamma glutamyle transferase
(GGT).

Le dosage de D’activité enzymatique des transaminases (ASAT et ALAT) et GGT
montre une hausse significative de ces trois enzymes lors du traitement par le lambda
cyhalothrine par rapport au groupe témoin, ce qui prouve la présence de lésions au niveau du
foie, ce résultat concorde avec ceux de khaldoun oularbi, (2014) et Fetoui et al., (2008) chez

le rat Wistar.

Selon Zuhair et Alamri, (2011) I’augmentation de I’activité des transaminases est
attribuée au dommage hépatocellulaire ou le niveau des transaminases montre une relation
intime entre la nécrose cellulaire et I’augmentation de perméabilit¢é membranaire qui conduit

a la décharge de I’enzyme dans le sang.

Cependant, la supplémentation en vitamine C (sigma ou additif) a atténué de maniere

importante le taux plasmatique des transaminases (ASAT et ALAT).

La gamma-glutamyl transférase (GGT) a été utilisé comme un indice de
dysfonctionnement du foie et un marqueur de la consommation d'alcool. Elle joue un réle
dans la lutte contre le stress oxydatif en décomposant le glutathion extracellulaire en acides
aminés et en les mettant a la disposition des cellules. L'activité de I'enzyme gamma glutamyl
transférase (GGT) dans le sérum ou le plasma est généralement mesurée dans les laboratoires
cliniqgues comme un test sensible, mais pas spécifique a la fonction hépatique (Whitfield,
2001).
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On remarque que la Co-administration de la vitamine C (additif) a atténué le taux de
gamma-glutamyl transférase (GGT) de. On remarque aussi que 1’activité enzymatique de la
gamma glutamyl transférase du lot traité avec la LCT et supplémentés avec la vitamine C
(sigma) est similaire a celle de lot traité uniqguement par le lambda cyhalothrine LCT ce qui
peut étre due au fait que le 1er lapin (sigmal) de ce lot était malade ou au fait que le sérum du
3™ lapin était fortement hémolysés ce qui affecte le dosage de la GGT qui est trés sensible

aux impuretés.

L’effet préventif de la vitamine c sur I’activité de ces trois enzymes (ASAT ALAT

GGT) est démontré par plusieurs auteurs (Adikwu et Deo 2013 ; Fetoui et al., 2008).

Le traitement des lapins avec le lambda cyhalothrine a induit une légere augmentation
du poids absolu et relatif du foie par rapport a celui du témoin, ce qui n’est pas en accord avec
les résultats de Fetoui et al. (2008) dont les poids absolu et relatif du foie des rats traités par
la lambda cyhalothrine ont diminués.

Lors de la Co-administration de la LCT + vitamine C Fetoui et al., (2008) n’ont pas
observés de changement au niveau du poids de ’animal et celui du foie, en comparaison avec
les poids du témoin alors que nos résultats montrent une augmentation assez importante du
poids du foie. Cette augmentation pourrait étre due a la suractivité hépatique et le travail des

hépatocytes dans la biotransformation des produits toxique.

L’examen histologique permet de déterminer 1’effet toxique de la LCT et D’effet
préventif possible de la vitamine C. Dans le groupe témoin, on a remarqué une architecture
reconnaissable avec un lobule hépatique centré par une veine centro-lobulaire des espaces
sinusoidale entre des travées hépatocytaires, mais 1’on remarque une légeére congestion au
niveau de la veine centro-lobulaire et des foyers d’inflammation au niveau des espaces portes,
ces résultats ont ¢été affectés par la brutalit¢ du sacrifice accompli par injection d’un
anesthésique fort le T61 et par rapport aux autres études sur les pyrethrinoides en utilisant des
produits anesthesique moins fort tels que diethyléther (Fetoui et al. ,2008 ; EI-Neweshy et
El-Sayed.,2009 ; Abou-Zeid., 2014).

Nos résultats montrent, chez le groupe traité par la LCT une désorganisation tissulaire
du foie avec des dommages au niveau des espaces portes, ou on observe une congestion

importante et une infiltration des cellules inflammatoires. (Fetoui et al., 2008) rapporte que
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I’exposition aux pyréthrinoides (fenvalerate, deltamethrine) altére les mécanismes de défense

antioxydants et renforce la peroxydation lipidique.

Les coupes histologiques du foie des groupes traités par la vitamine C (sigma et additif),
présentent une architecture tissulaire hépatique reconnaissable avec des sinusoides moins
dilatés et absence de congestion. Pareillement, Fetoui et al. (2008) ont montré que le
mécanisme probable de I'hépatoprotection de la vitamine C pourrait étre lié a deux propriétés
de piégeage des radicaux libres et/ou a l'effet indirect comme un régulateur de systéme

antioxydant.

On constate que la Co-administration de la vit C pendant 14 jours diminue [I’effet
hépatotoxique de LCT, cela est démontré par nos résultats histopathologiques et

biochimiques.
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Conclusion et perspectives

Au cours des dernieres années 1’utilisation des pesticides s’est amplifiée pour protéger
les cultures des différent ravageurs. Mais ces produits chimiques ont un effet néfaste
chez I’étre humain. A ce jour, les atteintes de la fonction de reproduction, les troubles
neurologiques et les pathologies cancéreuses sont les effets sanitaires les plus

fréquemment évoqués en relation avec des expositions chroniques aux pesticides.

Au cours de notre étude, nous avons mis en lumicre I’effet toxique d’un biopesticide
« KARATE » ainsi que I’effet amélioratif possible de I’acide ascorbique. Nous avons
étudié ’effet hépatotoxique et I’instabilité corporelle suite au traitement par lambda-
cyhalothrine. Une hausse au niveau de tous les parametres étudiés a savoir la glycémie,
I’alanine amino-transférase, I’aspartate amino-transférase et la gamma glutamyl-
transférase. Les données biochimiques recueillis corroborent a ceux obtenus a partir de

I’¢étude histhpathologiques sur le foie du lapin.

Nous avons également constatés a partir des résultats obtenus que la vitamine C possede
réellement des propriétés thérapeutiques trés importantes qui peuvent contrés les effets
néfastes provoqués par ce biopesticide. En conclusion, la vitamine C est un produit trés

intéressant qui attire a d’autres ouvertures.

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

protecteur et améliorant de la vitamine C a différents niveau de 1’organisme.
En perspectives il est intéressant :

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

» Tester d’autres molécules impliquées dans I’effet protecteur, améliorant et
antioxydant telles que le sélénium ou d’autres vitamines telles que la vit E et A.

» Comparer les résultats sur différents organes et systémes de 1’organisme.

Y

Etudier la toxicocinétique pour compléter notre étude de toxicité.
> Rechercher ’effet amelioratif de la vitamine C a 1’échelle moléculaire en dosant

les enzymes de la phase 1 et 2 et 3 du métabolisme des xénobiotiques.
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Annexe

Annexe 1

Tableau | : classification des treize vitamines avec leurs noms chimiques et formes actives

ainsi que leurs roles physiologiques (Cano et al., 2006).

Noms chimiques

Forme active

Role physiologique

Vitamine A | rétinol Rétinol, rétinal, Vision, différenciation
acide rétinoique cellulaire, immunité,
o croissance
Vitamines Vitamine D | Cholécalciférol 1a,25(0H)2 D3 Métabolisme
liposolubles (D3), (calcitriol) phosphocalcique
Vitamine E | offy tocophérols a-tocophérols Antioxydation
Vitamine K | Phylloquinone (K1) | Phylloquinone Antioxydation
Ménaquinones (K2) | Ménaquinones
Vitamine | Thiamine Pyrophosphate de Métabolisme glucidique
Bl thiamine
(cocarboxylase) Conduction de I’influx
triphosphate de nerveux
thiamine
Vitamine | Riboflavine Riboflavine Métabolisme énergétique

B2 (cycle de Krebs, chaine
respiratoire)

Vitamine | niacine Nicotinamide Catabolisme des glucides

B3 Acide nicotinique et des lipides, cycle de
Krebs, synthése des
acides gras.

Vitamines Vitamine | Acide pantothénique | Acide pantothénique | Métabolisme des
hydrosolubles B5 (coenzyme A) glucides, lipides et acides
amines, synthese des
acides gras.
Vitamine | Pyridoxine+ Pyridoxal 5°- Métabolisme des acides
B6 pyridoxal + phosphate amines
pyridoxamine
Vitamine | D-biotine Biotinyl-AMP Carboxylation :

B8 catabolismes des
glucides, acides gras
impaires, certains acides
amingés

Vitamine | Acide folique Dihydrofolate Métabolisme des unités

B9 tétrahydrofolate monocarbonées
Synthése des acides
nucléiques

Vitamine | cobalamine Méthylecobala-mine | Transfert de méthyl et

B12

isomérisation
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Vitamine ¢

Acide ascorbique Acide ascorbique,
acide
déhydroascorbique

Antioxydant
Hydroxylation : synthése
de collagéne de la
carnitine, de
neurotransmetteurs.
Catabolisme de
xénobiotique.

Annexe 2 :

Figure I : Chrysanthemum cinerariaefolium (Shawkat et al., 2011)

Annexe 3: matériel utilisé dans ce travail :

Produits utilisés :

c,’f,"" de ;;glmmrmordo
%[o de I da-
eXfirin forme de mi
sus

de micro- capsule en suspension

Karate® (50¢/l de lambda-cyhalothrine sous forme
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formaldéhyde

Matériel de préparation et d’administration des doses :

Fiole a jaugé 25 ml

Eau physiologique 0.9%
Eau distillé

Seringues de 1ml

Sonde de gavage

Matériel de préléevement du sang :

Seringues de 5 ml
Alcool
Lames a raser

Tubes héparinés
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Appareillage :

Balance (KERN)

Automate (vitros 4800)

Centrifugeuse
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refroidisseur de paraffine

Microtome

Microscope optique

Annexe 4 : Tableaux des différents réactifs utilisés dans les dosages des parametres
biochimiques
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+» Glucose

Réactif de travail

Tampon phosphate

150 mmol/L

Glucose oxidase (GOD) | >20000 UI/L

Peroxydase (POD) >1 000 UI/L

4-amino antipyrine (PAP) | 0.8 mmol/L

Chloro-4-phenol 2 mmol/L

Etalon Glucose 1g/L (5,55mmol/L
% Aspartate Amino-Transférase (ASAT)
EDTA 5 mmol/L
2- Oxoglutarate 12 mmol/L
L-Aspartate 200 mmol/L
Lactate déshydrogénase 495 UI/L
Réactif de travail (LDH) 820 UI/L
malate deshydrogénase <0,18 mmol/L
(MDH) 100 mmol/L
NADH 7,80+£0.1
Tampon Tris
pH a30°C
conservateur
+« Alanine Amino-Transférase (ALAT)
Réactif de travail 2- Oxoglutarate 15 mmol/L

L-Alanine 500 mmol/L
Lactate déshydrogénase >1600 UI/L
(LDH) <0,18 mmol/L
NADH 100 mmol/L
Tampon 7,50+0.1

Tris pH a 30°C

conservateur
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% y-Glutamyl Transférase (y-GT)

Flacon R1 Glycylglycine 62 mmol/L

Tampon TrispH 8.1 95 mmol/L
Conservateur

Flacon R2 L- y-Glutamyl-p-nitroanilide | 2 mmol/L

Substrat (GPNA)

Annexe 5 : tableaux de valeurs moyennes (M + SD):

Tableau I1: Valeurs moyennes des pesées journaliére (g) des lapins témoins et traités.

Temps control LCT LCT+Cs
(semaine)

LCT+Ca

Semaine | | 2905.190+58.51 2848.429 +25.96 | 3083,905+ 27,06

2829,095+42,74

Semaine Il | 3003.1 £51.80 2850.095 + 9.43 2929,667+ 28,04 | 2688,048+38.87
Tableau I11 : Valeurs moyennes du taux de glycémie des lapins témoins et traites.
control LCT LCT+CS LCT+C A
1,11 -0,01 1,19 -0,02 1,16 - 0,01 1,15-0.05

Tableau IV : Valeurs moyennes du taux d’ASAT des lapins témoins et traités.

control LCT LCT+CS LCT+C A

36-4,5 65,33 -17,18 31,66 - 4,5 21,66 - 0,33

Tableau V : Valeurs moyennes du taux d’ALAT des lapins témoins et traités.

control LCT LCT+CS LCT+C A

77-4,19 94,33 - 10,93 56,33 - 3,75 55-3,4
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Tableau VI : Valeurs moyennes du taux de yGT des lapins témoins et traités.

control LCT LCT+CS LCT+C A
10,33-0,16 11,66 - 0,6 11,66 - 0,44 10,33-0,16
Tableau VII :Valeurs moyennes du poids absolu du foie.
control LCT LCT+CS LCT+C A
76,35-7,20 79,32 -2,93 89,85 - 3,64 100 - 8,99




