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Résumé

Résumé

Cette étude vise a évaluer les effets néphrotoxiques d’un insecticide « Proclaim
® » dont la matiére active est ’emamectine benzoate (EB) sur le parenchyme rénal des
rat méle de souche Wistar et I’effet amélioratif de la vitamine C. Pour cela une
administration de 10 mg/Kg/jr pendant 21 jours d’EB et une co-administration de la

vitamine C a été réalisée.

Nous avons réalisé deux colorations topographiques, 1’Hématoxyline éosine et
le trichrome de Masson, et une coloration histochimique, PAS, pour évaluer I’effet
histopathologique de I'EB sur le parenchyme rénal, et une coloration immuno-

histochimique, pour la mise en évidence de 1’expression de la protéine P53.

Nous avons étudié les variations morphométriques causées par I’EB par des
mesures des différentes structures glomérulaires et tubulaires, pour confirmer les

lésions rénales.

Nos resultats montrent une perturbation de 1’évolution pondérale. Sur le plan
histopathologique des Iésions tissulaires sont observées et peuvent se résumer comme
suit : dilatation tubulaire, destruction de certains glomérules et tubules, des infiltrats
inflammatoires et des congestions vasculaires, caractérisent le parenchyme rénal des

rats traités par EB.

Alors que le parenchyme rénal des rats coadministrés par la vitamine C montre
une architecture tissulaire proche de celle des rats témoins. Donc les lésions sont
atténuees suite a la coadministration de la vitamine C. L’immunomarquage a la P53

montre la non expression de celle-ci chez tous les lots de rats témoins et traités.

Le traitement par ’emamectine benzoate a entrainé différentes modifications
morphométriques tel que I’élargissement de la chambre glomérulaire et I’hypertrophie
tubulaire proximale et distale. En conclusion, la vitamine C a un effet protecteur contre

les dommages causés par ’emamectine benzoate.

Mots clé : Emamectine benzoate, Vitamine C, Rein, Rat, Morphométrie,

Histopathologie.
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Abstract

This study aims to assess the nephrotoxic effects of a «Proclaim ®" insecticide which
the active ingredient is emamectin benzoate (EB) on the renal parenchyma Wistar male rats and
ameliorative effect of vitamin C. For this, an administration of 10 mg / kg / day for 21 days of
EB and co-administration of vitamin C was conducted:

We performed two topographical staining, Hematoxylin Eosin and Masson's trichrome, and
histochemical staining, PAS, to evaluate the histopathological effects of EB on the renal
parenchyma, and immunohistochemical staining for the detection of the expression of the

protein P53.

We studied the morphometric variations caused by the EB by measuring different

glomerular and tubular structures, to confirm kidney damage.

Our results show a disturbance of the weight change. Histopathologically tissue lesions
are observed and can be summarized as follows: tubular dilation, destruction of some glomeruli
and tubules, inflammatory infiltrates and vascular congestion, characterize the renal

parenchyma of rats treated with EB.

While the renal parenchyma of rats coadministered with vitamin C shows a tissue
architecture similar to that of the control rats. Therefore, the lesions are attenuated following
coadministration of vitamin C. The immunolabeling P53 shows the non expression thereof in

all items of control rats and treated.

Different morphometric changes was resulted after treatment with emamectin benzoate
such as the expansion of the glomerular chamber and the proximal and distal tubular

hypertrophy.

In conclusion, Vitamin C has a protective effect against damage caused by emamectin benzoate.

Keywords: Emamectin benzoate, Vitamin C, Kidney, Rat, morphometry, Histopathology.
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INTRODUCTION

Introduction

Depuis les années 1950, on observe une augmentation réguliere de la production et de
I’utilisation des pesticides dans le monde entier. Ces pesticides représentent un large
éventail de risques toxicologiques et environnementaux sur la santé humaine et animale
(Conseil de ’Europe, 1992).

En Algérie, I’'usage des insecticides, des fertilisants, des engrais, des détergents et autres
produits phytosanitaires se répand de plus en plus avec le développement de
I’agriculture, mais aussi dans le cadre des actions de lutte contre les vecteurs nuisibles.
La lutte antiacridienne menée au cours de cette derniere décennie a entrainé par ailleurs
le déversement de milliers de tonnes d’insecticides. Ces divers types de traitements par
les pesticides se font généralement pour parer a 1’'urgence, mais sans souci aucun des
conséquences environnementales directes et des conséquences sanitaires sur le long
terme liées aux infiltrations de ces substances non dégradables dans les sols, dans les
sources et les nappes, puis vers les écosystemes: les végétaux, les animaux et

nécessairement I’homme (Bouziani, 2007).

Parmi ces pesticides 1’emamectine benzoate est un insecticide appartenant a la famille
des avermectines, développé pour le contrdle des insectes lépidopteres. Cette catégorie
de pesticide se compose de macrolides semi-synthétiques homologues qui sont dérivés
a partir des produits de fermentation naturelle de Streptomyces avermitilis. Il tue les
insectes en perturbant les neurotransmetteurs, provoquant une paralysie irréversible
(Anderson et al., 2009).

La vitamine C ou acide ascorbique, ne peut étre synthétisée par I'organisme, ce qui rend
indispensable un apport exogene. L'acide ascorbique est le plus puissant agent réducteur
physiologique. Il inhibe la formation des nitrosamines, augmente I'absorption du fer,
renforce les effets immunitaires et anti-infectieux. La vitamine C intervient dans la

synthése du collagéne, des catécholamines, de la carnitine (Le moel, 2004).

Au cours du processus de détoxification du sang, les reins peuvent étre exposés a des
concentrations ¢élevées de substances toxiques d’origine endogéne et exogene.
Certaines cellules rénales sont ainsi exposees a des concentrations mille fois plus
élevées que les concentrations sanguines. De nombreuses substances chimiques

exercent une action toxique sur le rein. Les lésions rénales induites peuvent étre aigués
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ou chroniques, intéresser les diverses structures du rein et résulter d'un mécanisme de
toxicité directe, ou indirecte (Chait, 2007).

Dans ce cadre, le présent travail consiste a évaluer la toxicité d’un produit
phytosanitaire Proclaim® dont la matiére active est I’emamectine benzoate, insecticide
nouvellement homologué en Algérie (2009), sur le parenchyme rénal, chez le rat Wistar
méle adulte, et I’effet protecteur de la vitamine C. Selon Syngenta ce biopesticide
présente une bonne activité ovo-larvicide, il provoque de maniére irréversible 1’arrét de
la mobilité et une perte importante du poids, le taux de survie des larves est quasi nul
et ceci quel que soit la tailles de ces dernieres.

Ce travail est subdivise en deux parties essentielles, la premiere partie présente une
synthese bibliographique, dans laguelle nous apportons des généralités sur le rein
I’organe d’épuration de 1’organisme, puis des généralités sur les pesticides, leur
classification, leur impact sur la santé humaine, et la famille des avermectines en
précisant notre produit Proclaim®, suivi par des généralités sur la vitamine C.

La deuxieme partie expérimentale comporte le protocole suivi des résultats obtenus

avec leur discussion suivi par une conclusion et des perspectives.
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1. Geénéralité sur les reins
L’appareil urinaire est constitué des organes qui excretent I'urine, les reins, 'uretére canal

qui conduit 1’urine jusqu’au réservoir (la vessie) et I'urétre ou canal évacuateur (Laville et
Martin, 2007).
1.1. Anatomie et structure du rein

Les reins sont des organes de couleur rougeatre en forme d’haricot, situés de part et
d’autre de la colonne vertébrale dans le tissu rétropéritoniale, depuis le niveau de la 11°™
vertébre dorsale jusqu’a celui de la 2°™ vertébre lombaire (Menche, 2009).
1.1.1. Aspect macroscopique

Chaque rein posséde un cortex externe et une médullaire interne. Le cortex est divisé en
deux régions interne et externe. La médullaire est formée par des masses coniques, les
pyramides médullaires, dont les bases sont situées a la jonction entre le cortex et la médullaire.
Une pyramide médullaire, avec la région corticale qui la recouvre extérieurement, constitue un
lobe rénal (Kierszenbaum, 2006). Chez les mammiféres inférieurs, le rein est constitué d’une
seule pyramide medullaire forme conique (Figure 1) dont la base est entourée par le cortex
contenant les corpuscules rénaux et les segments proximaux et distaux des tubules (Wheater
et al., 2001).
1.1.2. Aspect microscopique

Les néphrons naissent dans le cortex, forment des boucles qui s’enfoncent dans la
médullaire sur une longueur variable, puis regagnent le cortex. De la ils se drainent dans des
canaux collecteurs qui redescendent dans la médullaire pour libérer 1’urine au sommet des
pyramides. La partie apicale des pyramides est enveloppée par le bassinet, en forme
d’entonnoir qui représente le segment initial dilaté de 1’uretére ; cette partie de pyramide
médullaire entourée par le bassinet est appelée la papille rénale (Wheater et al., 2001).
1.2. Néphron

Le néphron, I'unité¢ fonctionnelle du rein, est constitu¢ fondamentalement par un
glomérule vasculaire au niveau duquel le sang est filtré en grande quantité et par un long canal
ou I'ultrafiltrat glomérulaire (urine primitive) est progressivement remanié. Le rein de rat en
contient environ 30 000 a 40 000 néphrons (Coujard et al., 1980). Il existe deux types de
néphrons : les néphrons corticaux et les néphrons juxtamédullaires. Tous les néphrons ont leurs
glomérules dans le cortex.

On distingue deux parties dans le néphron glomérule et tubules
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Figure 1 : Rein unilobé de rat (Kierszenbaum, 2006).

. 1.2.1. Glomérule

Le glomérule est la structure ou se fait la filtration du plasma aboutissant a la formation

de I’urine primitive, qui apparait dans la chambre urinaire du glomérule (Molinier et al., 2007).

Le glomérule est formé de trois parties : le floculus, la capsule de Bowman, la chambre urinaire

(Figure 2) :

- Le floculus : est un peloton des capillaires situés entre deux artérioles, I’artériole afférente

(par laquelle le sang parvient au glomérule) et I’artériole efférente (par laquelle le sang repart

de glomérule).

Le sang n’est séparé de la chambre urinaire que par la paroi des capillaires glomérulaires, a

travers laquelle est formée 1’urine primitive par filtration du plasma.

La paroi des capillaires est constituée d’une membrane basale (dite membrane baso-

glomérulaire), sur laquelle reposent, d’une part, les cellules endothéliales du coté de la

lumiére capillaire, et d’autre part, des cellules épithéliales, appelées podocytes, du coté de la

chambre urinaire.

Le cytoplasme des cellules endothéliales est trés mince et percé de pores de 50 a 100 nm.

Les podocytes s’appuient sur la membrane basale glomérulaire par de fins prolongement,

appelées pédicelles, entre lesquelles apparait I’urine primitive (Molinier et al., 2007).
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- La capsule de Bowman : entoure le floculus, son épithélium est en continuité avec
I’épithélium des podocytes et I’épithélium du tube contourné proximale (Molinier et al.,
2007).

- Lachambre urinaire : est I’espace situé entre le floculus et la capsule de Bowman. C’est le
réceptacle de I'urine primitive. La lumicre du tube contourné proximale lui fait suite

(Molinier te al., 2007).

Artériole efférente Artériole afférente
Espace urinaire

Capsule de Bowmann

Flocculus

Tube proximal

Figure 2 : Glomérule vue en trois dimensions (Laville et Martin, 2007).

1.2.2. Tubule rénal

Le tubule rénal est un épithélium simple de plusieurs centimetres de longueur, pelotonné et
replié sur lui-méme (Nguyen, 2005). 11 s’étend de la capsule de Bowman jusqu’a sa jonction
avec un canal collecteur (Wheater et al., 2001). Le tubule rénal, de forme trés contournée,
comprend quatre zones histophysiologiques distinctes, chacune d’elles jouant un role différent
dans la fonction tubulaire (Figure 3).

- Le tube (ou tubule) contourné proximal (TCP) : est la partie la plus longue et la plus
pelotonnée du tubule ; il est responsable de la réabsorption d’environ 65% des ions et de I’eau
du filtrat glomérulaire. Les TCP sont confinés dans le cortex rénal dont ils constituent ’essentiel
de la masse (Wheater et al., 2001).

- L’anse de Henlé : L’anse de Henlé est une véritable épingle a cheveux située dans les
pyramides de Malpighi. Elle conduit I'urine iso-osmotique au plasma qui sort du tubule
proximal, depuis le cortex jusque dans la médullaire par sa branche descendante fine et la fait
revenir dans le cortex par sa branche ascendante d’abord gréle, puis large (Lacour, 2013). Elle
inclut la portion distale du tube contourné proximal, ou pars recta, les branche gréles

descendante et ascendante, et les branches ascendante large.
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proximal

Anse de Henlé «

Glomérule

Canal collecteur

cortical
Branche ascendante

large

Branche descendante e | |
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Canal collecteur

anche ascendante
Branche ascendant médullalre

fine

Figure 3 : Structure du néphron (Gueutin et al., 2011).

- Tubule distal : est plus court que le tubule proximal, son épithélium est moins épais et les

microvillosités apicales moins abondantes et moins hautes (Sherwood, 2000)

- Tube collecteur : comporte des cellules larges avec peu de microvillosités reposant sur une

basale épaisse (Chevrel et al., 2000).

Trois fonctions principales de chaque néphron, lesquelles participent a la formation de I'urine

par les reins :

~ la filtration glomérulaire du plasma des capillaires glomérulaires vers la lumiere

tubulaire ;

~ la réabsorption tubulaire du liquide tubulaire vers la lumiére des capillaires

péritubulaires ;

~ la sécrétion tubulaire du plasma des capillaires péritubulaires vers la lumiere tubulaire

(Gougoux, 2005).
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1.3. Vascularisation rénale

Le rein est un organe tres richement vascularisé qui recoit environ un quart du débit cardiaque.
L’artére rénale donne naissance aux artéres segmentaires puis aux arteres interlobaires. Celles-
ci vont alors se diviser en artéres arquées puis en arteres interlobulaires qui se ramifient pour
vascularisé les glomérules par I’artériole afférente (Figure 4). Apres filtration, le sang artériel
quitte le glomérule par I’artériole efférente. Celle-ci descend dans la médullaire pour donner
naissance aux vasa recta qui participent aux échanges avec I’interstitium rénal (Gueutin et al.,
2011).

Le rein posséde globalement une perfusion de luxe avec un transport d’O> relativement élevé
(200 mL/min) et une faible extraction d’O2 (Sv Oz rénale = 90 %) (Jaob, 2007).

Le rein filtre le sang par les arteres rénales dérivant de ’aorte descendante. Les reins recoivent
environ 20 % du sang éjecté par le coeur a chaque minute et filtrer environ 1,25 L de sang par
minute. On retiendra que la totalité du sang de 1’organisme passe par les reins en 5 minutes
(Kierszenbaum, 2006).

Environ 90% du sang €jecté par le cceur gagnent le cortex rénal, les 10% restants atteignent la
médullaire. 125 ml de filtrat sont approximativement produits par minute et 124 ml en sont
réabsorbés (Kierszenbaum, 2006).

Environ 180 L d’ultrafiltrat sont produit en 24 heures et transportés a travers les tubules
uriniferes. Sur cette quantité, 178,5 L sont réabsorbés par les cellules tubulaires et retournent
vers la circulation sanguine, tandis qu’l,5 L seulement est excrété sous forme d’urine
(Kierszenbaum, 2006).

I.4. Fonction rénale
Le rein joue un rdle essentiel dans la circulation, 1’équilibre acide-base et électrolytique, et
possede aussi une fonction endocrine.
1.4.1. Fonction endocrine
Le rein est également impliqué dans d’autres mécanismes homéostatiques par la production ou
la modification de diverses hormones (Wheater et al., 2001) :
- La rénine : synthétisée dans le rein, est un constituant du systéme rénine-angiotensine-
aldostérone qui contrdle la pression artérielle.
- L’érythropoiétine : également synthétisée dans le rein, stimule la production
d’érythrocytes par la moelle osseuse et régule ainsi la capacité de transport d’oxygene

du sang.
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- La vitamine D : qui contrdle la balance calcique, est transformée en sa forme active

dans le rein.
Vaisseau afférent e =) ____'.~—- - Vaisseau efférent
Ainterlobulaire W- Réseau capillaire
: péritubulaire
V.interlobulaire Q @ i
V.arquée \ AN
’ ———  A.arquée
V.interlobaire y {
i Vaisseaux droits
| avec
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i et veinules droites T
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Figure 4 : Architecture vasculaire de rein (Bommas-Ebert et al., 2008).

1.4.2. Fonction d’excrétion des produits de déchets :

L’urine est produite dans le rein par excrétion sélective de certaines substances du plasma
sanguin. Celle-ci est suivie de la réabsorption contrdlée d’eau, d’ions, de sel, d’hydrates de
carbone et de protéine de bas poids moléculaire permettant au rein de produire une urine dont
la composition est adaptée a I’environnement corporel interne et aux besoins du corps.

Par exemple, si le volume plasmatique est dilué par une ingestion importante d’eau, le rein
excrétera cette eau en exces en produisant de grandes quantités d’urine diluée. Au contraire, si
les apports liquidiens sont restreints, le rein produira un petit volume d’urine concentrée

(Stevens et Lowe, 1997).

Le rein permet par ses fonctions d’excrétion de :

- Epurer les liquides corporels des produits de déchets endogenes et exogenes.

- Excréter les déchets métaboliques azotés, tels que l'urée et la créatinine, dont
I’accumulation dans les liquides corporels devient nuisible durant I’insuffisance rénale

aigué ou chronique.
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- Les reins éliminent aussi de l’organisme de nombreuses substances exogénes
anioniques ou cationiques, qu’elles soient ingérées accidentellement ou prises comme

médicaments (Gougoux, 2005).

1- Filtration glomérulaire
S’opérant au niveau du corpuscule rénal, la filtration glomérulaire fait référence au passage
des constituants du sang a travers la membrane de filtration, afin de génére un liquide dans
I’espace de Bowman appelé urine primitive.
La filtration glomérulaire repose sur un processus passif qui dépend de deux parametres :
la membrane de filtration et la pression de filtration
e La membrane de filtration pouvant étre assimilée a une sorte de « tamis », la
membrane de filtration autorise ou non son franchissement en fonction du diamétre
des composés
e La pression de filtration est la conséquence des forces exercées par le sang et les
urines primitives sur la membrane de filtration. Cette pression qu’exerce le sang sur
e la membrane de filtration est appelée pression hydrostatique glomerulaire elle
dépend directement de la pression sanguine regnant dans les capillaires

glomérulaires (Manuelle, 2008).

2- Reéabsorption et sécrétion tubulaire

Est le passage d’une substance de la lumiere du tubule vers les capillaires. Ce processus
fait intervenir des mécanismes de transport actifs et de transport passif (Lewis et al., 2011). Ce
processus s’effectue dans le tube contourné distal et dans le tube collecteur et de fagon
uniqguement passive. Ainsi seuls les polluants liposolubles ionisables (électrolytes) sont
concernés (Amiard, 2011).
La sécrétion tubulaire est le mouvement d’une substance des capillaires vers la lumiére des
tubules. La réabsorption et la sécrétion modifient considérablement la composition des filtrats
glomérulaire a mesure que ce dernier se progresse toute au long du tubule rénal (Lewis et al.,
2011).

3- Controle de I’équilibre acido-basique
Le rein joue un rdle important dans la régulation de I’équilibre acido-basique en agissant

sur la concentration plasmatique de bicarbonates. Il permet :
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e D’une part, de réabsorber les HCO® plasmatiques filtrés au niveau du glomérule (4000
mmol/24h) (Martin et al., 2006).

e D’autre part, une régénération tubulaire d’ions bicarbonates grace a 1’élimination dans
I’urine d’ions H+ liés aux tampons phosphate (dosés sous forme d’acidité titrable) ou
ammoniaque. Une plus ou moins grande partie d’ions H+ est éliminée sous forme libre

dans I’'urine définitive (pH variant de 4,50 a 8,00) (Laville et Martin, 2007).

1.5. Compensation des dommages rénaux

Le rein a une remarquable capacité de régénération. Peu de temps aprés une
néphrectomie, le rein épargné 1’hypertrophie et aucun signe biologique classique ne permet de
soupgonner la perte d’un rein. Cette capacité de récupération devient un probléme quand on
essaye d’évaluer I’effet d’un néphrotoxique. Une seule dose d’un néphrotoxique peut entrainer
des effets aigus dans les fonctions rénales, mais si la dose n’est pas mortelle, le rein peut
compenser et récupérer ses fonctions normales au bout d’un temps court.

Une administration chronique d’une faible dose de néphrotoxique peut entrainer des
changements significatifs de la structure rénale, mais au cours de ’administration le rein peut
compenser et des changements significatifs ne seront pas détectables lors de la mise en ceuvre
des tests fonctionnels du rein jusqu’au moment ou les capacités de compenser seront débordées.
Le sujet peut alors brusquement présenter un dysfonctionnement gravissime. (Vaubourdolle,
2007).

1.6. La voie P53

La protéine p53 (393 acides animés), produit du gene p53, est une phosphoprotéine
nucléaire dont le poids moléculaire est de 53 kd. Elle est trés conservée chez les différentes
especes (Vilotte, 1996).

La protéine p53 contient 3 domaines distincts. Le domaine N terminal, riche en résidus
acides, pourrait former une structure en hélice alpha et posséde une activité de contréle
transcriptionnel. Le domaine C terminal, riche en résidus basiques, pourrait lui aussi former une
structure en hélice alpha et c’est a ce niveau que la protéine se lie a ’ADN. Entre les deux
domaines N et C terminaux, il existe une région hydrophobe riche en proline (Vilotte, 1996).
(Figure 4).

10
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Figure 5 : structure de la protéine p53 (Bai, | et Zhu, W.G, 2006).

La protéine p53 régule de facon négative le cycle cellulaire et de facon positive la mort
cellulaire programmée (apoptose). La survenue d’une altération de I’ADN dans une cellule en
cycle stabilise la protéine p53 qui arréte les cellules en phase G1 (G1-S checkpoint) par
I’activation de protéine inhibitrices de transcription telle que la p21. Cet arrét permet la
réparation de I’ADN avant la phase S. Toutefois, si les altérations sont trop importantes pour
étre réparées, la p53 induit ’apoptose par la transcription des génes comme le géne BAX (Bcl-
2 associated X protein). Ainsi, la mutation du gene P53 est un point de non-retour pour la cellule

cancéreuse (Figure 6) (Nancy et al., 2000).

Régulation de I’Apoptose par Bel-2/Bax

° Apoptosis Apoptosis
Bax et Bel-2 Hétérodimérisent

La Quantité de Chaque Protéine

+ B B2 —] Dicte e Devenr de a Cellule

Figure 6 : la voie de p53 (Anonyme 1)

11
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2. Généralités sur les pesticides

2.1. Définition

Le code international de conduite pour la distribution et I’utilisation des pesticides a défini les
pesticides comme suit :

“’Pesticide : toute substance ou association de substances qui est destinée a repousser, détruire
ou combattre les ravageurs. Y compris les vecteurs de maladies humaines ou animales et les
especes indésirables de plantes ou d’animaux causant des dommages ou se montrant autrement
nuisibles durant la production, la transformation, le stockage, le transport. Ou la
commercialisation des denrées alimentaires, les produits agricoles, du bois et des produits
ligneux, ou des aliments pour animaux, ou qui peut étre administrée aux animaux pour
combattre les insectes, les arachnides et autres parasites dans ou sur leur corps (FAO 1986 ;
Council of Europe, 1992)

2.2. Classification

Apres D'introduction des insecticides et des herbicides dans les années 1940, leur
utilisation s’est rapidement propagée au travers le monde et continu¢ d’augmenter pendant les
années 1950 et 1960.

Au cours de la période 1960 a 1980, des instruments de plus en plus sensibles ont eté
développes, permettant la détection de tres faibles quantités de résidus de pesticides dans les
aliments et dans la nature, jusqu’a moins d’une part de million. Ceci a eu une forte influence
sur le développement, I’utilisation et la réglementation des pesticides.

- Selon Putilisation agricole

Les pesticides peuvent étre classes selon leur utilisation agricole et plus précisément le type de
ravageur ou de maladie qu’ils combattent (Boland et al., 2004).

- Selon I’origine chimique

Parmi les pesticides agricoles, on peut faire la distinction entre les composes inorganiques, les
produits organiques synthétisés et les biopesticides.

Les composés inorganiques figurent parmi les premiers produits chimiques utilisés pour
combattre les fléaux. Nous pouvons mentionner le sulfure, I’arsenate de plomb, les mélanges

de cuivre et de chaux, le borax et les chlorates, et les composés de mercure.

12
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Tableau 1 : Produits chimiques agricoles y compris les pesticides (P) et leur activité

Catégorie Activité
Algicide Tue les algues sur le bois par ex.
Appat Attire les animaux provoquant des fléaux

Bactéricides (P)

Tue ou inhibe la croissance des bactéries

Fongicides (P)

Désinfectant pour moisissures et champignons

Fumigant (P)

Gaz ou fumée contre les ravageurs ou les moisissures

dans les produits stockés

Herbicides

Tue ou inhibe la croissance des mauvaises herbes

Régulateur de croissance d’insectes

Modifie les phases de développement ou de croissance

des insectes

Insecticide (P)

Tue ou nuit aux insectes

Miticide/ acaride (P)

Tue ou nuit aux acariens (ou araignées)

Molluscide

Tue les escargots et les limaces

Nématicide (P)

Tue les nématodes

Repousseur d’indésirables

Eloigne les animaux causant des fléaux

Rodentiides

Tue les rats, les souris, les rongeurs

Stérilisant

Stérilise les insectes par voie chimique

Termiticide (P)

Tue ou nuit aux termites

- Les biopesticides

(Boland et al., 2004)

Les biopesticides sont des substances dérivées de plantes ou d’animaux. Ils peuvent

¢galement consister d’organismes et comprennent des moisissures, des bactéries, des virus et

des nématodes, des composés chimiques dérivés de plantes ainsi que des phéromones

d’insectes.

Certains pesticides biologiques comme par ex. la nicotine, peuvent étre plus toxiques que

certains pesticides inorganiques ou de synthése. Les fleurs de Pyrethrum (pyréthrinoides), les

extraits de racines de Derriselliptica (Roténone) et les feuilles et fleurs de 1’arbre Neem

(Azadirachtin) sont employés en tant qu’insecticides et sont moins toxiques pour les humains

(Boland et al., 2004).

13
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2.3. Composition
2.3.1. matiere active

Les maticres actives sont responsables de I’effet et de la toxicité intrinséque d’un
pesticide. Des exemples de matieres actives sont : endosulfan, fénitrothion, atrazine, malathion,
paraquat, deltaméthrine, DDT, dieldrine, glyophosate, lindane, etc (Hamdallaye, 2000)

2.3.2. Matiéres additives ou adjuvants

La matiére active ne peut pas étre employée a elle seul, elle nécessite en plus des
ingrédients diluants ou des adjuvants pour la rendre apte a une utilisation pratique et effective.
Les adjuvants (exemple : Solvants, Emulsifiants, Agents mouillants, Substances porteuses,
Agents dispersants, Agents agglutinants, Agents colorants, Synergistes), améliorent I’efficacité
des propriétés chimiques spécifiques du pesticide, par ex. ils assurent que le produit adhere aux
feuilles des plantes, améliorant ainsi I’effet de durée du produit sur I’organisme nuisible ou sur

la mauvaise herbe (Hamdallaye, 2000).

2.4. Impact des pesticides sur ’environnement

Selon I’Agence Européenne pour I’Environnement, en termes de perspectives dans les
dix années a venir, la pollution de 1’eau et la contamination des aliments sont considérés avec
la pollution de I’air, les émissions chimiques et I’appauvrissement de I’ozone atmosphérique
comme les principaux problemes environnementaux en lien avec la santé humaine (Tron et al.,
2001).
2.5. Impact des pesticides sur la santé humaine :

- Pesticides et cancer

Le cancer constitue le risque sanitaire en lien avec les expositions aux pesticides le plus étudié.
D’apres I'INCA, les principaux cancers étudiés sont :
~ Les cancers hématopoiétiques comprenant les lymphomes malins (Lymphomes non
hodgkiniens et lymphomes hodgkiniens), les leucémies et les myélomes multiples : lls font
I’objet du plus grand nombre de travaux chez 1’adulte et chez les enfants.
~ Les tumeurs cérébrales.
~ Les cancers hormonaux dépendant tels que : prostate, sein, ovaires, testicule ...

~ Et dans une moindre mesure les cancers du rein, du poumon ou de la thyroide.

14
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- Pesticides et reproduction
Selon Multigner (2005), I’é¢tude des impacts potentiels des pesticides sur la reproduction porte
sur la fertilité et le développement embryonnaire et feetal :
* Infertilité
» Mort feetale et avortement spontané
* Prématurité et hypotrophie

» Malformation congénitale (Ferragu et al., 2010).

Pesticides et troubles neurologiques

= Maladies neurodégénératives dont la plus étudiée et la maladie de Parkinson.

= Diminution des capacités neurocomportementales (difficultés cognitives, sensitives,
motrices) et a I’apparition de troubles psychiques (anxiétés, symptomes dépressifs....)

(Multigner, 2005).

- Troubles respiratoires

*Toux, essoufflement, asphyxie. (Garry et al., 1994).

2.6. Avermectines

Les avermectines sont une famille de macrocyclique a 16 chainons lactone homologues
de produits naturels produits par les microorganismes du sol, Streptomyces avermitilis MA-
4680 (NRRL 8165) et ont été isolés par les Laboratoires de recherche Merck a partir d'un
échantillon de sol collectés au Japon par des chercheurs de I'Institut Kitasato. L’isolement du
produit de fermentation brut de S. avermitilis a abouti a un complexe de huit homologues
d’avermectines étroitement liés (Ala, Alb, A2a, A2b, Bla, B1lb, B2a, et B2b), dont (Bla et
B1b) ont été les principaux composants de I’abamectine.

L'abamectine, ou avermectine B1, est un mélange de Bla (=80%) et B1b (<20%). Ce
mélange est tres puissant contre les acariens et certaines especes d'insectes. Abamectin a été
développé pour la protection des cultures et est actuellement vendu dans le commerce pour
lutter contre les acariens et certains insectes nuisibles sur plusieurs cultures ornementales et

horticoles dans plus de 50 pays (Jansson et al., 1997).

15
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2.6.1. Structure chimique

Les composes de la famille des avermectines sont issus de la culture de Streptomyces
avermitilis. Huit composes naturels ont été isolés : Ala, Alb, A2a, A2b, Bla, Blb, B2a et B2b
.Les composes A possédent un groupement méthoxyle sur le carbone numéro 5, alors que les
composes B portent un groupement hydroxyle.

La liaison entre les atomes de carbone 22 et 23est double dans le cas des composes 1 ;
elle est simple dans la structure des composes 2, avec en plus un groupement hydroxyle sur le
carbone 23. Enfin, les composes a posseédent un substituant butyle en position 25 alors qu’il

s’agit d’un isopropyle dans le cas des composes b (Shoop et al., 1995).

2.6.2. Pharmacocinétique des avermectines

La pharmacocinétique des avermectines est conditionnée par leur caractere physico—
chimique tels que la polarité et la lipophilie. Les membres de cette famille d’antiparasitaires
sont pratiquement insolubles dans I’eau (6-9 pg/L), cette propriété leur confére une bonne
absorption, une forte distribution et une longue rémanence dans 1’organisme (Hennessy et al.,

2002)

Facteursinfluencant
I'absorption:

ABSORPTION <}~ >Vole d'administration
SC> Oral >Topique 7 bome gl tigue

»Espéce cible

Sang: fixation a I'albumine et aux lipoprotéines

4

Foie .
L t
Tissu adipeux - DISTRIBUTION arge, extensive
Foie ‘
Tissu adipeux :> METABOLISME Faible
EXCRETION Lente
/\‘ :
Bile Urine (<2%)

Féces(~90%)

Figure 7 : Pharmacocinétique des avermectines (Hennessy et al.,2002)
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Dans le compartiment sanguin, les avermectines se fixent largement a 1’albumine
plasmatique et aux lipoprotéines. Leur propriété lipophile engendre une large distribution du
composé dans les tissus, notamment dans le foie et le tissu adipeux, ce qui participe a leur
rémanence dans I’organisme.

Dans I’organisme, les avermectines sont trés peu métabolisées ; la majorité du produit est
excrété sous forme inchangée. Cette excrétion est essentiellement fécale (~90%) (Figure 4), et
trés peu urinaire (<2%) (Sarasola et al., 2002).

2.6.3. Domaines d’utilisation

De nos jours, au-dela de leur utilisation en médecine vétérinaire contre les endoparasites et
ectoparasites des animaux d’élevage et animaux domestiques, les avermectines sont également
utilisés en medecine humaine, notamment pour le traitement et la prévention de I’onchocercose,
et en agriculture comme pesticides (Omura et al., 2004).

2.6.4. Classification des avermectines

Les avermectines sont des lactones macrocycliques issues de culture de bactéries filamenteuses

du genre Streptomyces avermitilis, dont la classification est représentée dans la figure 8

» Ivermectine
Avermectine Bl _|
ou Abamectine
+ Epninomectine
x ! Strepromyce:
—  Avermacting) — S =
s Doramectine
Biosynthése
mutationnelle
L+ Silamectine
Lactones  __ |
macrocycliques
Strepromyces o ; SEeily
oorogrisns Némadecting = Moxidectine
— Milbémycines
Streptompyece: , Milbémycine
hygrozcopicus oxime

Figure 8 : Classification et origine des lactones macrocycliques (Shoop et al., 1995)
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2.6.5. Mode d’action

La description de I’activité anthelminthique des avermectines remonte a 1979 mais le
mode d’action complet n’a été connu que progressivement a cause de I’hétérogénéité des tests
et des études réalisees (différents modéles animaux, protocoles et doses). Il est unique, lent,
spécifique et fait intervenir le systeme glutaminergique (Arena et al,. 1995).

- Action sur la transmission nerveuse :

Les avermectines ont une affinité importante pour les canaux chlorures glutamate-
dépendants (GIuClI) présents dans les cellules nerveuses et musculaires des invertébrés. Ces
composés interagissent de facon stéréospécifique avec ces canaux. Aussi, il a été montré que
les avermectines interagissent avec les canaux chlorure GABA-dépendants et avec les
récepteurs aux benzodiazépines (Drexler et Sieghart, 1984 ;Pony et al., 1980).

La fixation de I’avermectine aux canaux chlorures glutamate-dépendants, entraine un
ensemble d’interactions avec les récepteurs a proximité (benzodiazépines et GABA). Ceci
provogue un blocage des canaux chlore en position ouverte et donc un flux entrants d’ions
chlore au sein des cellules nerveuses du parasite (Figure 9).

Une hyperpolarisation des cellules nerveuses est alors induite empéchant alors la

transmission des influx nerveux normaux. Les parasites sont alors paralysés puis meurent.

Fixation de I'emamectine sur 2 sites d'action
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Figure 9 : Schéma du mode d’action des avermectine (Syngenta, 2013).
Les neurones concernés se situent au niveau de la jonction inter-neuronale chez les
nématodes et au niveau de la jonction neuromusculaire chez les arthropodes. L’action des

avermectines se manifeste donc par une inhibition de I’activité électrique des cellules nerveuses
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des nématodes et celles des cellules musculaires des arthropodes ; d’ou la paralysie flasque
irréversible.

L’acide gamma-aminobutyrique est un neuromédiateur présent dans tout I’organisme
des invertébrés, mais aussi dans le systéme nerveux central des vertébrés. L’interférence entre
les avermectines et ces canaux contribue donc a la paralysie du parasite mais elle est également
a I’origine des effets secondaires et de la toxicité chez I’hdte, par interférence sur la transmission
nerveuse.

Notons que les plathelminthes (trématodes et cestodes) ou vers plats sont insensibles a
’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 macrolides endectocides (Courtney et al.,1985 ; Shoop et al., 1995).

- Action sur le cycle du parasite

En plus de leur effet majoritairement paralysant, les avermectines présentent des effets sur
la reproduction et le cycle des parasites exemples : les tiqgues Dermacentor albipictus et
Amblyom mahebraeum (Egerton et al., 1980 ;Friesen et al., 2003) et le nématode Ascaris
suum (Fellowes et al., 2000).

Les avermectines réduisent le potentiel reproducteur, en inhibant la ponte pour les femelles
adultes et la mue pour les stades nymphaux. Chez Onchocerca volvulus, les avermectines

inhibent le relargage des microfilaires depuis I'utérus de I’adulte (Basafiez et al., 2008).

2.7. Emamectine benzoate

L’emamectine benzoate [EB; (4"R)-4"-deoxy-4"-(methylamino)-avermectin Bl
benzoate; CAS No. 155569-91-8] est un nouvel insecticide, lactone macrocyclique, dérivé de
la famille des avermectines. C’est un produit de fermentation de la bactérie du sol Streptomyces
avermitilis, destiné au contrdle des endo et ectoparasites ainsi que pour lutter contre les
Iépidopteres qui parasitent une variété de cultures de légumes dans le monde, tel que Tuta
absoluta, H. armigera et S. exigua etc..

Le composé n’est pas systémique, mais il présente une activité translaminaire. Son
principal mode d’action physiologique est de stimuler la libération du neurotransmetteur ’acide
(GABA), provoquant ainsi un flux continu d'ions chlorure dans les cellules musculaires
résultant en une suppression de la contraction et une paralysie de I’insecte (Khaldoun et al.,
2012)
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2.7.1. Présentation du produit Proclaim® :

Nom commun (ISO): emamectine benzoate
Nom du produit : Proclaim ®

Numéro CAS : 137512-74-4
Formule brute : Bl a: CSBHMNO15

Blib:C_H_NO
55 79 15

VYV VYV

A\

Poids moléculaire : B1 a : 1008.26
B1lb:994.23
Forme physique : poudre solide
Couleur : blanc a blanc cassé
Points de fusion : 131-146°C
Densité & 23°C : 1.20 g/cm?®
Pression de vapeur : 3+1.108 mm Hg (NRA, 1999)
Structure chimique :

YV VVYY

a: Ry = \EH b:R15=\']/

Figure 10 : Structure de ’emamectine benzoate (MK-0244) (Jansson et al., 1997).
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3. Généralité sur la Vitamine C

Notre organisme a besoin, pour son fonctionnement, d’un bon nombre de substances
chimiques indispensables a la vie. Certaines de ces substances telles que les vitamines, ne sont
pas synthétisées par 1’organisme et doivent étre apportées par le régime alimentaire. Les
vitamines sont subdivisées en deux groupes en fonction de leur solubilité ; vitamines
liposolubles (vitamines A, D, E et K) et hydrosolubles (vitamine C et le complexe de la vitamine
B).
Les vitamines assurent plusieurs fonctions importantes ; permettent une croissance
satisfaisante, aident a la digestion des aliments, participent a la réparation des cellules
endommagées ou usées, aident a lutter contre les maladies.
La vitamine C encore appelée acide ascorbique ou vitamine antiscorbutique (Ball, 2004 ;
Igbal et al., 2004), est un antioxydant hydrosoluble consideré comme le plus efficace des
antioxydants présents dans le sang (Frei et al., 1989).
Découvert en 1924 et isolé la premiere fois en 1928 par le biochimiste hongrois Albert Von
Szent-Gyorgyi et sa structure a été établie par le biochimiste anglais Sir Walter Norman
Haworth en 1933. (Ball, 2004 ; Igbal et al., 2004).
L'acide L-ascorbique (CsHgOg) est le nom donné par la Commission d'lUPAC-IUB pour
désigner la vitamine C (Figure 12).
Elle existe sous deux formes : la forme réduite ou acide L. ascorbique, et la forme oxydée ou
acide L. déhydro-ascorbique. Cette vitamine constitue un systéme d’oxydo-réduction réversible
(Dupin, 1992).
La vitamine C a une structure apparentée a celle des sucres a six atomes de carbone. Elle est
sensible a la lumiere, l'air (oxygene), la chaleur, les métaux ; elle est constituée d’un cycle
lactone portant une fonction éne-diol (HO-C=C-OH) et deux fonctions alcool. L'activité
vitaminique C est exprimée en mg d'acide L- ascorbique. (Bourgeois, 2003).
Il existe plusieurs stéréo-isomeres de configuration et seule la forme Iévogyre (L) ou acide
L- ascorbique est active. (Bourgeois, 2003 ; Ball, 2004).
L’acide ascorbique se présente sous 1’aspect d’une poudre cristalline blanche ou trés légérement
jaunatre. Cet acide est trés facilement soluble dans 1’eau (300 g/1), peu soluble dans I’alcool et
insoluble dans I’éther ou le chloroforme. La vitamine C est donc une vitamine hydrosoluble

(Bourgeois, 2003).
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OH

HO

HO OH

Figure 11 : Structure chimique de 1’acide L-ascorbique

Chez I’homme la déficience en vitamine C provoque le scorbut, affection qui a été identifiée
bien avant que 1’acide ascorbique soit connu (Johnston et al., 2001).

Cette vitamine est stable a I’état solide, a I’abri de la lumiére et de I’humidité. Par contre, en
solution aqueuse, elle s’alteére trés rapidement au contact du dioxygene de I’air : le dioxygene
est un oxydant alors que la vitamine C est un réducteur d’ou réaction d’oxydoréduction. Cette
oxydation est accelérée par la chaleur (vitamine thermosensible), la présence d’alcalins et

d’ions métalliques (Bourgeois, 2003).

3.1. Sources de la vitamine C
La vitamine C est tres répandue dans la nature. Elle est essentiellement présente dans les
vegétaux frais, particulierement dans les agrumes, les fruits frais et les légumes verts.
Comme supplément, la vitamine C est incluse dans beaucoup de formulations multivitaminées.
La vitamine C est généralement combinée avec d’autres vitamines choisies et le complexe

résultant est vendu en tant qu’un supplément « antioxydant » (Padayatty et al., 2003).

3.2 Métabolisme de la vitamine C
Deux voies dapport existent : d'une part, la vitamine C d'origine alimentaire est absorbee
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
hépatiques et rénales (la lactonase et la peroxydase intervenant dans cette synthése sont
absentes chez les primates et les rongeurs : chez eux, la vitamine C est une vitamine a part

entiére). (Lechowskiet Nagorna-Stasiak, 1995).

- Absorption : L’acide ascorbique est absorbé principalement au niveau de I’iléon grace

a un mécanisme de transport actif Na-dépendant. (Fain, 1986).

22



CHAPITRE | Données bibliographiques

- Distribution et métabolisme : Dans le sang, la majeure partie de 1’acide ascorbique est
sous sa forme réduite (environ 85%). Au pH physiologique, la forme majoritaire est
I’anion ascorbate AH- (85%). La forme oxydée (DHA) ne représente que 15 %. La
concentration plasmatique en acide ascorbique est faible (5 a 15 mg.L-1) alors qu’elle
est 10 a 30 fois plus élevée dans les leucocytes et les plaquettes. La concentration
leucocytaire reflete la concentration tissulaire. (Fain, 1986).

- Elimination : Les voies d’élimination de la vitamine C sont principalement les urines,
les matieres fécales et la sueur. L’élimination urinaire est majoritaire, la voie fécale est
peu importante, sauf lors de diarrhées. Pour des apports en vitamine C de 100 mg/jour,
25 % sont excrétés. Pour les doses supérieures a 500 mg, seule une partie est ingérée et
presque toute la dose absorbée est excrétée. L élimination a lieu sous forme native ou
de métabolites. Lorsque la concentration plasmatique dépasse 79 pmol.L-1, I’acide
ascorbique est eliminé dans les urines sous forme inchangée. Le principal métabolite de
I’acide ascorbique est 1’acide oxalique. A fortes doses, et en cas de deficit associé en
vitamine B6, I’acide ascorbique peut étre responsable de la survenue de lithiases rénales
oxalocalciques. (Traxer et al.,, 2003). L’acide L-ascorbique peut étre oxydé
réversiblement par I’enzyme L-ascorbate oxydase en acide L-déhydroascorbique.
Cependant, ’oxydation de I’acide L déhydro ascorbique a I’acide 2,3-dikéto-L-
gulonique et ’oxalate est irréversible (Jacob, 1999 ; Ball, 2004 ; Igbal et al., 2004).

La vitamine C subit une filtration glomérulaire et une réabsorption de 97 a 99.5% de la

quantité filtrée. L'excés de vitamine C n'est pas stocké mais excrété par voie urinaire,

enparticulier sous forme de dérivés acides et notamment d'oxalates.

3.3. Roles physiologiques de la vitamine C
L’acide ascorbique est un puissant réducteur, il intervient dans de nombreuses réactions
d’oxydo-réduction. 1l joue un réle essentiel dans la synthese des protéines fibreuses du tissu
conjonctif (collagéne et élastine) en permettant 1’hydroxylation de deux acides animés qui
entrent dans la composition de ces protéines. En cas de carence en vitamine C, ’altération des
protéines du tissu conjonctif de la paroi des capillaires sanguins contribue a I’apparition
d’hémorragies. L’acide ascorbique est nécessaire a la biosynthése de la carnitine ; en cas de
carence, cette synthese est diminuée, ce qui diminue le systéme enzymatique qui permet 1’entré
des acides gras dans les mitochondries comme sources d’énergie. Ceci explique en partie la

fatigabilité musculaire observée dans le scorbut.
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La vitamine C favorise la transformation de cholestérol en sels biliaires. Elle intervient dans la
synthése de prostaglandines (qui sont des modulateurs de I’action des hormones et autres

messagers chimiques). (Dupin, 1992).

3.3.1. Role 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 Oz¢- et HO* de méme que HOCI, H20- et O; et les
neutralisées (Ball, 2004 ; Igbal et al., 2004 ; Reichel, 2004).
Il protége les membranes vis a vis de I’attaque peroxydative, en piégeant efficacement les
radicaux peroxyles ROOe dans la phase aqueuse et les complexes oxoferryle, avant qu’ils

puissent initialiser les peroxydations :(Ball, 2004 ; Igbal et al., 2004).

3.3.2. Role enzymatique :
e Absorption du fer
La vitamine C est nécessaire a l'absorption gastroduodénale du fer (Larbier et Leclercq, 1992
; Vidacs, 1992) : en tant qu'agent réducteur, elle participe a la réaction de réduction du fer
ferrique en fer ferreux qui est absorbe plus facilement.
(Fe3* Fe 2%)

e Réactions d'hydroxylation
Elle participe en tant que donneur d'¢électron a l'oxydation des résidus proline et lysine
respectivement en hydroxyproline et hydroxylysine lors de la synthése du collagéne et a un
moindre degré a I'nydroxylation d’hormones stéroidiennes.
vit. C, Fe? Cco2

Proline v hydroxyproline

Elle intervient également dans le métabolisme de la tyrosine et de la phénylalanine dans les
réactions d'hydroxylation aboutissant a la production des catécholamines (dopamine,

adrénaline, noradrénaline) (Larbier et Leclercq, 1992).
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3.3.3. Agent d'oxydoréduction

La vitamine C participe a la réduction des acides foliques en coenzymes actifs, les acides
tétrahydrofoliques (THF). Elle est impliquée dans la formation de la carnitine qui est nécessaire
au transport des acides gras vers les mitochondries ou ils sont oxydés pour produire de I'énergie.
Toujours par réduction des formes oxydées, elle intervient dans des processus de détoxication
en bloguant la formation des nitrosamines ; elle réduit les effets nocifs des mycotoxines, des
métaux lourds et des polluants sur la santé et les performances (Guillot et al.,1998) : a forte
dose (1000 mg/kg aliment), elle protége contre lI'accumulation du cadmium dans l'organisme.
Elle aurait également un effet prophylactique contre la toxicité du mercure.

La vitamine C a en effet un role détoxifiant vis-a-vis d'un grand nombre de métaux lourds
(plomb, mercure, cadmium, strontium), car elle favorise leur élimination ou diminue

I'absorption intestinale de certains d'entre eux.

3.3.4. Stimulation de I'immunité
La vitamine C stimule I'immunité non spécifique contre les toxines bactériennes (Latshaw,
1991). Elle a un effet "anti-stress™ car elle intervient dans des réactions d'hydroxylation lors de
la synthese des hormones corticosurrénaliennes. En cas de carence (lors d'un stress prolongé),
la production des corticostéroides diminue, d'ou une moindre résistance aux infections, une
perte d'appétit, un ralentissement de la croissance, une fatigue musculaire et une faiblesse
générale sont observés (CIER et al., 1992). Lors d'un stress thermique comme une température
élevée, la quantité de vitamine C dans le foie, le duodénum, le sang et les glandes surrénales
diminue (Sahota et al., 1993). L’acide ascorbique intervient aussi dans les réactions de

destruction et élimination des substances toxiques. (Dupin, 1992).

3.4. Impact de la lumiére sur la dégradation
Il existe peu d’études sur I’impact du rayonnement sur la dégradation de la vitamine C. Le taux
relatif de dégradation obtenu par suivi de vitamine C marquée augmente avec la quantité de
vitamine C (Pallanca et Smirnoff, 2000). Ainsi, comme le pool de vitamine C augmente a la
lumiére, certains auteurs ont supposé que la dégradation augmentait également (Bartoli et al.,
2006). Cependant, la dégradation de la vitamine C a ’obscurité est également importante
puisque 40% du pool de vitamine C est perdu dans des feuilles d’Arabidopsis détachées et

gardées a 1’obscurité (Conklin et al., 1997).

25



CHAPITRE | Données bibliographiques

3.5. Toxicité de la vitamine C
La toxicité, normalement, ne se produit pas puisque la vitamine C est hydrosoluble et est
régulierement excrétée par voie urinaire, quand tout fonctionne bien.
La toxicité potentielle des doses excessives de supplément en vitamine C se relie aux
événements intra-intestinaux et aux effets des métabolites dans le systeme urinaire. Les prises
de 2 ou 3 g/jour produisent de diarrhée désagréable par les effets osmotiques de la vitamine non
absorbée en lumen intestinal dans la plupart des personnes.
Les perturbations gastro-intestinales peuvent se produire aprés 1’ingestion de moins de 1g parce
que approximativement la moitié de cette dose ne serait pas absorbée (Igbal et al., 2004).
L’oxalate est le produit final dans le catabolisme de I’ascorbate et il joue un role important dans
la formation des calculs dans les reins. Des apports excessifs de la vitamine C produisent une
hyperoxalurie, elle est a éviter par ceux qui souffrent de calculs rénaux (Ball, 2004 ; Igbal et
al., 2004).
La toxicité de la vitamine C est remarquablement faible. La DL50 chez les rats est 11.9 g/kg de
poids corporel par voie orale. La vitamine C a forte dose et en présence de quantité importante
de fer, peut agir comme pro-oxydant en réduisant le fer ferrique en fer ferreux (Fe+2) qui réagit

ensuite avec le H202 pour donner le radical hydroxyle (Kehrer, 1993 ; Ball, 2004).
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1. Matériel et Méthodes

Le présent travail a été réalisé durant la période allant du mois de Mars jusqu’au mois de
Juin 2015, au sein des laboratoires suivants :
Laboratoire d’anatomie pathologie CHRU Parnet, Alger, ou nous avons pu réaliser 1’étude
histopathologique du rein.
Laboratoire d’anatomopathologie de I’hopital Frantz Fanon Blida pour la coloration PAS
(Periodique Acide Shiff).

1. Matériel

1.1. Matériel biologique

Notre travail vient compléter une étude de toxicité subaigué par un pesticide I’emamectine
benzoate et I’effet amélioratif de la vitamine C sur le parenchyme rénal, dont le protocole suivi est
détaillé par Aissani (2013). Pour cela on a commencé a partir des organes inclus dans la paraffine.

1.1.1. Taxonomie du rat

Regne : animaux

Sous regne : Métazoaires
Embranchement : Chordes

Sous embranchement : Vertébres
Classe : Mammiferes

Sous classe : Placentaires
Infra-classe : Euplacentaires
Ordre : Rongeurs

Sous ordre : Myomorphes
Famille : Murides

Sous famille : Murines

Genre : Rattus

Espéce : Rattus norvegicus
Souche : Wistar

Ligne : rat Wistar ; nom commun : rat blanc (albinos) (BERKENHOUT, 1769).

1.1. Matériel non biologique
Deux produits chimiques ont été utilisés dans 1’étude : I’insecticide « Proclaim ® » dont la matiere
active est I’emamectine benzoate et la vitamine C ou I’acide ascorbique.
Le matériel non biologique utilisé dans la présente étude est constitué de verrerie classique et

appareillages et les réactifs chimiques du laboratoire d’anatomopathologie (Annexe 1).
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2. Méthodes

Les rats males ont été répartis en 3 lots de 7 rats chacun et identifiés par un marquage spécifique.
Pendant la période d’acclimatation et pendant toute la période expérimentale des pesées
quotidiennes sont effectuées sur les rats pour le suivi de leur évaluation pondérale.

Pour I’évaluation de la toxicité subaigué (21 jours de traitement) de I’emamectine benzoate, une
seule dose de 10 mg /kg a été préparée selon le calcul des doses correspondantes au poids corporel
moyen de tous les rats. Une dose de 200mg/kg de la vitamine C a été utilisée dans cette
expérimentation.

Tableau 2 : Préparation des lots et sacrifices

Lot 1% lot : Témoin 2¢™e ot traité 3™ ot traité

Nombre 7 7 7

Traitement H.O D  Solution Solution EB  Solution EB + VitC
physiologique  physiologique physiologique

1*" sacrifice 28 jr 28 jr 28 jr 21jr 28 jr 21jr

2°™e sacrifice 42 jr 42jr 42 jr 21 jr 42 r 21 jr

2.1. Sacrifice des animaux et prélévement des organes
A la fin de la période d’expérimentation, tous les rats ont été maintenus a jeun depuis la veille de
leur sacrifice au lendemain. Les rats ont été anesthésiés a 1’éther diéthylique puis décapiter
rapidement. Les reins des rats sont soigneusement prélevés, rincés avec de 1’ecau physiologique
(0.9%de NacCl), et pesés et trompes immédiatement dans le formol.

2.2. Etude histologique

Le rein coupé en petit fragments et déposés dans des cassettes en plastique et fixés dans le
formol a 10%, puis soumis aux étapes de 1’étude histopathologique.
Les coupes histologiques ont été¢ réalisées a 1’hopital CHU Parnet, Service d’Anatomie
Pathologique, La technique comporte les étapes suivantes :

» Fixation des échantillons :

La fixation consiste a protéger les tissus prélevés de toute hydrolyse due a la libération des
enzymes contenues dans les lysosomes cellulaires. Elle permet de préserver les structures
tissulaires dans un état aussi proche que possible de I’état vivant.

La rapidité de ’opérateur ne suffit pas a assurer la qualité de la fixation : il faut encore que le

fixateur pénétre le plus vite possible a I’intérieur des tissus intéressés (Martoja et Martoja, 1967).
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Elle a pour but d’immobiliser les structures cellulaires tout en conservant leurs
morphologies. Le temps de la fixation est essentiel pour la réussite de la technique histologique.
Elle doit étre réalisée rapidement apres la décapitation des rats et préléevement des organes. Des
fragments de rein (surface 1 a 2 cm 2 et épaisseur 2 mm) ont été alors mis dans le formol a 10%
le fixateur classique le plus utilisé. Il permet de durcir I’échantillon sans 1’abimer. Les échantillons
sont placés dans des cassettes spéciales a parois trouées afin de permettre le passage des liquides
au cours des manipulations qui suivent

> Déshydratation des échantillons (circulation)
Comme la paraffine n’est pas miscible a 1’eau, les échantillons doivent étre alors complétement
déshydratés avant I’inclusion dans la paraffine. Cette derniére n'est pas non plus soluble dans
l'alcool utilisé pour la déshydratation, on assiste donc a une substitution par le xylene. La
déshydratation se fait grace a un automate qui fait immerger les échantillons dans des bains
d’éthanol a concentration croissante (70 %, 95 % et 100 %), puis dans des bains de xyléne qui
constitue un agent éclaircissant donnant au tissu une certaine transparence. Ensuite, dans I’étuve
le xylene s’évapore des pieces anatomiques. Cette étape est réalis€ée par un appareil appelé le
circulateur ou I’automate.

> Inclusion des échantillons :
Les pieces sont alors plongées dans des bains de paraffine liquide. Les tissus étant maintenu et
imbibés de paraffine, viennent alors 1’étape de I’enrobage qui consiste a inclure le tissu imprégné

dans un bloc de paraffine qui, en se solidifiant, va permettre sa coupe. Figure 12 :

Figure 12 : inclusion a la paraffine (photo originale).

» Confection des coupes histologiques :
Les blocs de paraffine sont préalablement taillés avant de subir des coupes au microtome (figure
13) de 2 a 3 um. Les rubans de paraffine obtenus sont étalés sur des lames porte-objet, puis
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déplissés. Les lames portant les coupes de 1’organe sont ensuite séchées dans une étuve a 60 °C

afin de permettre un déparaffinage.

Figure 13 : microtome (photo originale).

» Colorations des lames
- Apreés Déparaffinage les lames passent par des bains de Xyléne pour I’éclaircissement.
v Coloration al ’hématoxyline éosine (HE)
- Immerger les lames pendant 3 minutes dans un bain d’hématoxyline, qui colore en bleu violacée
les structures basophiles comme les noyaux.
- Laver les lames a 1’eau pendant 5 minutes.
- Immerger les lames pendant 30 secondes, dans un bain d’¢osine qui colore en rose les structures
acidophiles comme cytoplasme.
- Rincer rapidement les lames avec I’eau de robinet.
- Sécher dans I’étuve.
v Coloration par le trichrome de Masson
- Immerger les lames dans un bain de fushine ponceau pendant 5 secondes.
- Rincer rapidement avec 1’eau du robinet.
- Immerger les lames dans une solution phosphomolybdique phosphotungstique pendant 5
minutes.
- Colorer par le vert lumiére pendant 6 minutes.
v' Coloration Acide périodique-schiff (PAS)
Cette technique colore les hydrates de carbone complexes purs comme le glycogene et ceux qui
sont associés a des protéines ou a des lipides
Mode opératoire :
- Traiter par I’acide périodique pendant 10 minutes.

- Laver a I’eau courante pendant 10 minutes, puis rincer rapidement a 1’eau distillée.
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- Traiter par le réactif Schiff, en borrel bouché, pendant 10 minutes.
- Rincer, a I’eau distillée, puis laver abondamment a 1’eau courante.
v" Montage

Le montage est la derniére étape de la préparation des lames pour la lecture en microscopie. La
protection des coupes colorées est réalisée grace a des lamelles en utilisant I’Eukitt qui favorise le
collage de la lamelle sur la lame.
Il a pour but la protection des coupes contre la dégradation chimique des colorants qui s’oxyde
facilement a I’air ; et 'obtention d’un degré de transparence et d’un indice de réfraction éleve.
Apres montage, les lames sont séchées sur papier absorbant et nettoyées au xyléne. Elles sont alors

prétes a ’observation microscopique.

» Observation microscopique
L’observation a été réalisée par un microscope photonique de type Leica doté d’un appareil photo

numérique, a différents grossissements (Gx4, Gx10 et Gx40).

2.3. Mode opératoire de la p53

e Coupes tissulaires : des coupes de 1 a 2um sont réalisées, a partir des reins de rats (témoins
et traités par I’EB et co-administré par la vitamine C) a I’aide d’un microtome et sont
étalées sur lames sélanisées pour éviter le décollement des tissus lors de la manipulation.

e Incubation : L’incubation est effectuée a 37°C pendant 24h pour une meilleure adhésion
des tissus sur lame.

e Déparaffinage et réhydratation

> Les lames sont plongées dans 3 bains (5 min chacun) de xyléne pour déparaffiner, puis
dans 3 bains d’éthanol de concentration décroissante 100°, 90° et 70° (5 min chacun) pour
réhydrater les coupes.

» Les lames sont rincées par H-O distillée.

e Démasquage antigénique

> Les lames sont plongées dans la solution TRS pH=9 préchauffée dans un bain marie entre
97 et 99°C pendant 40 minutes.

> Puis elles sont refroidies sur la paillasse a température ambiante pendant 20 minutes pour
le démasquage des antigenes. Apres les lames sont rincées a 1’eau distillée.

e Blocage de la peroxydase endogéne
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>
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La zone étudiée est délimitée a 1’aide du DAKO Pen (hydrophobe et insoluble dans
I’acétone et I’alcool).

Les sites antigéniques non spécifiques sont bloqués par 1’action de la peroxydase block
(H202) (5 minutes).

Les lames sont rincées a I’eau distillée puis au PBS (phosphate buffered saline) 5 minutes

chacune.

Application de ’anticorps primaire

200 pul d’anticorps primaire Monoclonal mousse Anti- humaine p53 protéine Clone Do- 7
est dépose sur les tissus encerclés (30 minutes) dans une chambre humide et obscure.

Les lames sont rincées 2 fois par la solution de PBS 5 minutes pour chacun.

Application de ’anticorps secondaire
Le systeme labelled polymére HRP RABBIT/MOUSSE En Vision (DAKO) est appliqué
suffisamment et incubé pendant 30 minutes.

Les lames sont rincees au PBS (2 fois 5 minutes).

Révélation :
Le chromogéne- substrat DAB est déposé et incubé pendant 5 minutes. L’enzyme dégrade
le substrat DAB, le produit qui en résulte en présence de chromogéne donne une coloration

marron. Les lames sont rincées a ’eau distillée.

Contre coloration

Les lames sont immergées 2 minutes dans I’hématoxyline de Mayer,
Elles sont rincées a 1’eau courante jusqu’a ce que I’eau devienne limpide,
L’immersion est effectuée dans un bain d’eau ammoniaquée,

Les lames sont rincées a 1’eau distillée.

Cette étape a pour but de colorer les noyaux en bleu.

Montage : Une goutte du milieu de montage est déposée puis recouverte par la lamelle.
Observation : Elle est réalisée a ’aide d’un microscope photonique de type Leika a

différents grossissement. Les photos sont prises a I’aide d’un photo-microscope.
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2.4. Etude morphométrique

Pour estimer 1’état physiologique des cellules rénales nous avons congu des paramétres. A ’aide
d’un logiciel d’analyse et de traitement d’image (Axio vision Rel 4,6) développées par la société

Carl Zeiss. Afin d’obtenir des mesures en pim concernant :
Le glomérule (Diametre glomérulaire, chambre glomérulaire et le peleton)

Les tubules contournés distaux et proximaux (diametre des tubules, hauteur cellulaire et la
lumiere).

2.5. Etude statistique
Les données obtenues, a savoir 1’évolution des poids corporels et les valeurs des parametres
anthropométriques ont été analysées statistiquement par le test d’ANOV A un facteur au moyen du
logiciel STATISTICA Version 10, en comparant le lot témoin a chacun des lots traités a
I’emamectine benzoate (EB) et EB +VitC. Les résultats obtenus sont représentés graphiquement.

Les résultats de I’étude statistique ont ¢té donnés par la moyenne + I’écart type.
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Résultats

Notre travail s’intéresse aux variations histologiques et morphometriques et I’expression
de la protéine P53 au niveau du parenchyme rénal chez le rat Wistar male traité par un
insecticide de la famille des avermectines « ’Emamectine benzoate » toute en démontrant
I’effet amélioratif de la vitamine C. Nos résultats ci-dessous regroupent 1’évolution corporelle
des rats et I’étude histologique et morphométriques du parenchyme rénal chez le rat témoin en

comparaison avec le traité par I’EB et celui traité par EB et co-administré a la vitamine C.
I. Etude du poids corporel des rats

Les résultats de 1’évolution corporelle sont représentés dans le tableau 4

Tableau 4 : Poids absolu et pourcentage de prise de poids chez les rats témoins, et traités EB
et EB+Vit C.

Poids corporel (g) Control EB EB+Vit C

Poids initial 219.04 + 3.38 221.22 £8.14 220.62 + 4.7
Poids expérimental 264.76 £ 2.19 236.50 £ 5.28 261.81 £ 3.05
(28r)

% de prise de poids 20,39 % 6,82 % 18,67 %
apres traitement

Poids corporel final 273.01 £ 3.18 239.58 £ 9.41 285.52 £ 6.31
(42 jr)

% du poids apres arrét 3,11 % 1,39 % 9,15 %

de traitement

D’apres le tableau 4 on remarque :

Pendant I’expérimentation 1I’évolution corporelle est beaucoup plus faible (6,82%) chez les rats
traités par EB par rapport au groupe témoin (20,39%), et le groupe co- administré par EB+ Vit
C (18,67%).

14 jours apres Iarrét du traitement, on remarque que I’évolution corporelle est beaucoup plus
importante (9,15%) chez les rats traités par EB+ Vit C par rapport au groupe témoin (3,11%) et
le groupe traité par EB (1,39%).
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Il. Résultats de I’étude histologique du parenchyme rénal

Dans le présent travail nous avons réalisé des colorations topographiques (HE et trichrome
de Masson) et une coloration histochimique (PAS).

L’hématoxyline éosine est une coloration de base qui analyse bien les cellules résidentes ou
infiltrant le glomérule. Le PAS colore en rose la matrice mesangiale, les membranes basales

glomérulaires (MBG) et les bordures en brosse des tubes.

Le trichrome vert (ou bleu) de Masson montre les dépdts immuns en rouge brique (rouge de
Mallory), les membranes basales et le mesangium en vert (vert lumiere), et en violet les noyaux
(hématoxyline). Les colorations argentiques et ’acide périodique de Schiff (PAS) sont utilisés
pour le diagnostic des néphropathies.

I1.1. Colorations topographiques
11.1.1 Coloration par ’hématoxyline éosine

Histologie rénale des rats témoins :

L’observation d’une coupe histologique a faible grossissement montre la présence de
glomérules et de tubules principalement du tube contourné proximal et distal au niveau du

cortex rénal (Planche 1).
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CHAPITRE Il

Planche 1 : Histologie du parenchyme rénale chez le rat témoin coloration HE

B:GrX40

A:GrX10

G : glomérule, TCP : tube contourné proximale, TCD : tube contourné distal
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Histologie rénale chez rats traités par ’emamectine benzoate premiers sacrifice

: v by R
Planche 2 : Histologie du parenchyme rénale chez le rat traité par EB, coloration HE, premier
sacrifice

A:GrX10,B:Gr X 40

G : glomérule, D : dilatation
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CHAPITRE Il

Histologie rénale chez les rats traités par ’emamectine benzoate et une coadministration

de la vitamine C premier sacrifice
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Planche 3 : Histologie du parenchyme r

,B:GrX40

A:GrX10

é

TCD : tube contourn

TCP : tube contourné proximal,

le, VS : vaisseau sanguin

G : gloméru
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Histologie rénale chez les rats traités par I’emamectine benzoate deuxieme sacrifice

Planche 4 : Histologie du parenchyme rénale chez le rat traité par EB, coloration HE,
deuxieme sacrifice

A:GrX10,B:Gr X 40

G : glomérule, TCP : tube contourné proximal, TCD : tube contourné distal
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Histologie rénale chez le rat traité par I’emamectine benzoate avec une coadministration
de la vitamine C deuxieme sacrifice

Planche 5 : Histologie du parenchyme rénale chez le rat traité par I’EB plus la Vit C,
Coloration HE, premier sacrifice

A:GrX10,B:Gr X 40

G : glomérule, TCP : tube contourné proximal, TCD : tube contourné distal
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11.1.2 Coloration par Trichrome de Masson

Histologie rénale chez les rats témoins

Planche 6 : histologie du parenchyme rénale chez les rats témoins, coloration Trichrome
A Gr X 10, B:GrX40

G : glomérule, VS : vaisseau sanguin,
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CHAPITRE Il

Histologie rénale chez les rats traités par I’emamectine benzoate premier sacrifice

Planche 7 : histologie du parenchyme rénale chez les rats traités par EB, coloration

Trichrome, premier sacrifice

B:GrX40

A:Gr X10,

G : glomérule, D : dilatation
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Histologie rénale chez les rats traités par ’emamectine benzoate avec une co-
administration de la vitamine C premier sacrifice

Planche 8: histologie du parenchyme rénale chez les rats traités par EB+ vit C , coloration
Trichrome, premier sacrifice

A:Gr X10, B:GrX40

G : glomérule, TCD : tube contourné distal, TCP : tube contourné proximal
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Histologie rénale chez les rats traités par I’emamectine benzoate deuxiéme sacrifice

Planche 9: histologie du parenchyme rénale chez les rats traités par EB, coloration
Trichrome, deuxiéme sacrifice

A: Gr X 10, B:GrX4

G : glomérule, VS : vaisseau sanguin, TCD : tube contourné distal, TCP : tube contourné
proximal
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Histologie rénale chez les rats traités par I’emamectine benzoate et une co-
administration de la vitamine C deuxieme sacrifice

Planche 10 : histologie du parenchyme rénale chez les rats traités par EB+ vit C , coloration
Trichrome, deuxiéme sacrifice

A Gr X10, B:GrX40

G : glomérule, TCP : tube contourné proximale
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11. 2 Coloration histochimique PAS

Histologie rénale chez le rat témoin

. }q '.; "-.'.

Planche 11 : Histologie du parenchyme rénale chez le rat témoin coloration PAS
A:GrX10 B:GrX40
G : glomérule, TCP : tube contourné proximale, TCD : tube contourné distal

VS : vaisseau sanguin
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Histologie rénale chez le rat traité par I’emamectine benzoate premier sacrifice
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Planche 12 : Histologie du parenchyme rénale chez le rat tralte par EB, coloratlon PAS,
premier sacrifice

A:GrX10,B:Gr X 40

G : glomérule, D : dilatation
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Histologie rénale chez les rats traités par ’emamectine benzoate avec une co-
administration de la vitamine C premier sacrifice

Planche 13 : histologie du parenchyme rénale chez les rats traités par EB+ vit C , coloration
PAS, premier sacrifice

A:Gr X10, B:GrX40

G : glomérule, TCD : tube contourné distal, TCP : tube contourné proximal
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Histologie rénale chez le rat traité par ’emamectine benzoate deuxiéme sacrifice

Planche 14 : Histologie du parenchyme rénale chez le rat traité par EB, coloration HE,
deuxieme sacrifice

A:GrX10,B:Gr X 40

G : glomérule, TCP : tube contourné proximal, TCD : tube contourné distal
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Histologie rénale chez les rats traités par I’emamectine benzoate avec une co-
administration de la vitamine C deuxieme sacrifice

Planche 15 : histologie du parenchyme rénale chez les rats traités par EB+ vit C , coloration
PAS, deuxieme sacrifice

A Gr X10, B:GrX40

IL : infiltrat inflammatoire lymphocytaire
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e Interprétation des planches

- Selon les planches 2, 7 et 12, on constate que I’exposition des rats a un traitement
subaigué de EB pendant 28 jr (1°" sacrifice) se traduits par des modifications
histologiques rénales qui se représentent sous forme de dilatations tubulaires, ainsi par
I’élargissement de la chambre glomérulaire, des infiltrats inflammatoires, des
congestions vasculaires et la destruction de certains glomérules Ces modifications
affectent la filtration glomérulaire et la réabsorption tubulaire.

- Selon les planches 3, 8 et 13 on remarque que les rats traités par EB plus Vit C présentent
un parenchyme rénale semblable a celui du groupe témoin, on constate que la
coadministration de la vit C avec le traitement par EB pendant 28 jr diminue les effets
causés par ce dernier.

- Selon les planches 4, 9 et 14 on observe des tubules moins dilatés et le diametre de la
chambre glomérulaire diminue suite a un arrét de traitement par EB pendant 14 jr ce
qui explique I’effet retour.

- Selon les planches 5, 10 et 15 on remarque que le parenchyme rénal ne présente aucune
anomalie histologique suite a ’arrét de traitement par EB et la Vit C ce qui est due a

I’effet retour et I’effet protecteur de la Vit C.
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I11. Résultats de I’expression de la P53
D’apres la planche 16, On note une expression négative de la P53 ce qui explique 1’absence de
prolifération tumorale au niveau du parenchyme rénal de celui du groupe témoin, traité par EB

et traité par EB plus Vit C.

Planche 16 : Immunomarquage de la P53 au niveau du parenchyme rénale chez le rat
traite. A:GrX10 B:GrX40

G : Glomérule ; TCD : tube contourné distal ; TCP : tube contourné proximal
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I'V. Résultats de I’étude morphométrique

IV.1 Effet du traitement par EB et EB + vit C sur le diamétre du glomeérule

Selon la figure 15 on remarque que le diametre du glomérule au premier prélevement augmente
significativement de 184,7 um a 197,5 um, cependant la coadministration de la vitamine C

réduit ce diametre & 192,8 um.
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Figure 14 : Effet du traitement par EB et EB + vit C sur le diametre du glomérule des rats

traités en comparaison avec les témoins des deux prélévements.

Au deuxiéme prélevement le diamétre du glomérule augmente légérement a 186,3 um, et on
remarque une réduction significative de ce diametre a 166,4 um suite a une coadministration

de la vitamine C.
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IV.2 Effet du traitement par EB et EB + vit C sur la largeur de la chambre urinaire

D’aprés la figure 15 on remarque que la largeur de la chambre urinaire augmente
significativement de 17,2 um a 25,92 um apres un traitement par Proclaim ® ce changement
est noté dans le premier prélevement, cependant la coadministration de la vitamine C réduit la

largeur de la chambre urinaire jusqu’a 17,7 pm.

32
30t
28 |
26 | ;
24 |
22t

20

| 177 |l 176 180
. 168
16 | I

—
(=]

-y

%]

1 E témoin
& EB
prelevement: 1 prelevement: 2 {5 EB+VitC

Figure 15 : Effet du traitement par EB et EB + vit C sur la largeur de la chambre urinaire en

comparaison avec les témoins des deux prélévements.

Au deuxi¢me prélévement, on remarque que 1’augmentation de la largeur de la chambre urinaire
n’est pas significative pour les deux lots, traité par EB uniquement et par EB plus la vitamine

C, dont les valeurs sont : 18,0 um et 16,8 um respectivement.
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V.3 Effet du traitement par EB et EB + vit C sur le diamétre de peleton glomérulaire
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Figure 16 : Effet du traitement par EB et EB + vit C sur le diametre de peleton en comparaison

avec les témoins des deux prélevements.

Au premier prélevement, le traitement par EB et EB + Vit C, réduit le diamétre du peleton

glomérulaire de 155,4 pum a 148,0 um.

Au deuxieéme prélevement, on remarque que le diametre du peleton glomérulaire est beaucoup
plus important 165,1 pum par rapport a celui du témoin 153,9 um et le traité par EB+ vitamine
C 145,7 pm.
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Résultats et Discussion

IV.4 Effet du traitement par EB et EB + vit C sur le diametre de TCP
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Figure 17 : Effet du traitement par EB et EB + vit C sur le diamétre de TCP en comparaison

avec les témoins des deux prélevements.

IV.5 Effet du traitement par EB et EB + vit C sur la hauteur cellulaire du TCP
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Figure 18 : Effet du traitement par EB et EB + vit C sur la hauteur cellulaire du TCP en

Prélévement: 1

Prélévement: 2

comparaison avec les témoins des deux prélévements.
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IV.6 Effet du traitement par EB et EB + vit C sur la lumiére du TCP
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Figure 19 : Effet du traitement par EB et EB + vit C sur la lumiére

du TCD en comparaison avec les témoins des deux prélevements.

D’aprées les figures 17, 18 et 19, on remarque que le diamétre du TCP augmente sous I’effet du

traitement par I’emamectine benzoate.

Au premier prélévement, on note une augmentation de 71,9 um jusqu’a 78,6 um, ce qui
est due a I’épaississement de la paroi cellulaire du TCP (de 25,8um jusqu’a 27,3 um) et
I’élargissement de la lumiere du TCP (de 20,9 um a 32,7 um), le traitement par la vitamine C
a réduit le diametre du TCP jusqu’a 70,4 pm ce qui est due a la diminution de 1’épaisseur de la

paroi cellulaire (22,5 pum) et la réduction de la lumiére du TCP (25,9 um).

Au deuxiéme prélevement, on note une augmentation beaucoup plus importante du
diametre du TCP (86,9 pum) suite a Parrét du traitement par EB pendant 14 jours, cette

modification est corrigée par la coadministration de la vitamine C.
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V.7 Effet du traitement par EB et EB + vit C sur le diamétre du TCD
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Figure 20 : Effet du traitement par EB et EB + vit C sur le diamétre du TCD en comparaison

avec les témoins des deux prélevements.
D’apres la figure 20, on remarque que le traitement par ’EB a un effet sur le diamétre du TCD.

Au premier prélévement, le traitement par 'EB a augmenté significativement le diametre du
TCD de 64,0 pm jusqu’a 63,1 um, cependant la coadministration de la vitamine C le réduit

jusqu’a 63,1 pm.

Au deuxieme prélevement, il parait que le traitement par 'EB réduit le diamétre du TCD
jusqu’a 60,7 um par rapport au témoin, et la coadministration de la vitamine C réduit ce

diameétre encore jusqu’a 58,0 um.
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IV.8 Effet du traitement par EB et EB + vit C sur la hauteur cellulaire du TCD
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Figure 21 : Effet de traitement par EB et EB + vit C sur la hauteur de la paroi cellulaire du

TCD en comparaison avec le témoin en deux prélévements.

Selon la figure 21 et le tableau 5, on note une diminution de 1’épaisseur de la paroi cellulaire
du TCD jusqu’a 15,7 um par rapport au témoin 17,9 um au premier prélévement, ce qui est

corrigé suite a une coadministration de la vitamine C (18,8 um).

Suite a ’arrét du traitement par EB pendant 14 jours on remarque une augmentation légére de
I’épaisseur de la paroi cellulaire du TCD (16,1 pum) en comparaison avec le premier

prélevement (15,7 um).
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IV.9 Effet du traitement par EB et EB + vit C sur la lumiére du TCD
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Figure 22 : Effet du traitement par EB et EB + vit C sur la lumiére du TCD en comparaison

avec le témoin en deux prélevements.

D’apres la figure 22, on remarque au premier prélevement que le traitement par EB a un effet
sur la lumiere du TCD, cette derniére est beaucoup plus importante (50,5 pum) par rapport a
celle du témoin (33,9 um), la coadministration de vitamine C réduit aussi la lumiere du TCD

jusqu’a 32,5 um.

Au deuxiéme prélévement le traitement par EB réduit le diametre de la lumiére du TCD jusqu’a

31,6 um et la coadministration corrige cette réduction jusqu’a 35,4 pm.
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Discussion

Notre étude consiste a démontrer I’effet protecteur et amélioratif de la vitamine C sur
I’évolution pondérale et I’histopathologie en mettant en évidence les lésions rénales causées par
I’administration journaliére pendant 21 jours d’un biopesticide Proclaim ® par voie orale a une

seule dose (10 mg/Kg/jr). Nos résultats montrent :

Les principales manifestations de toxicité aigué observées, apparaissent dans les 48 heures qui
suivent ’administration, a travers des troubles du systéme nerveux central. (Ataxie, parésie,
prostration, tremblements et amaurose). Ces troubles sont trés probablement le produit de la
stimulation par le neuromédiateur GABA (Tzung-Hai , 2004).Ces résultats sont également en
accord avec ceux de Chapman (2001), Muhammed (2004) et NRA dans le rapport de

I’évaluation de ’emamectine benzoate dans I’insecticide Proclaim ®.

Le traitement par EB influence le gain du poids. Apres I’arrét de traitement pendant 14 jours
nous avons remarqué une baisse importante (1,39%) chez les rats traités uniquement par EB
par rapport au groupe témoin (3,11%). Des résultats similaires sont rapportés chez les rats traités
avec 20 mg /kg/jour et 5 mg/kg/jour pendant deux et quatorze semaines respectivement, qui
montrent une réduction du poids corporel des rats (NRA, 1999). Une étude algérienne similaire
dirigée par Khaldoun Oularbi et al. (2015) qui montrent une différence significative du
pourcentage de prise de poids corporel a la fin des périodes de traitement dans le groupe traité

par EB en comparaison avec le groupe témoin.

De méme, Wolterink et al. (2011) ont eux aussi enregistré une réduction du poids chez les
rats males et femelles traités par 100 ppm et 200 ppm de chlorhydrate d’emamectine
comparativement aux témoins pendant trois semaines, et suggerent que la perte de poids

corporel chez les rats traités peut étre expliquée par une faible consommation de I’alimentation.

Sheriff et al. (2002), ont montré que les avermectines agissent en inhibant la motilité du muscle
pharyngien bloguant ainsi le transite de la nourriture chez le parasite nématode
Trichostrongylus colubriformis. Egalement, des études chez le rat ont démontré que le
traitement subchronique par I’EB est a I’origine d’une baisse de prise de poids (Lankas et al.,
1996).
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Dans notre étude, nous avons constaté que I’administration de la vitamine C a permis de
protéger les rats traités de la perte massive de poids corporel, encore mieux, elle a méme permis
d’augmenter d’une maniére significative le poids des rats intoxiqués par EB (9,15%) par rapport
aux rats traités uniquement par ce dernier. Dans la bibliographie trés peu d’études traitent 1’effet
améliorant de la vitamine C sur la prise de poids corporel suite a une intoxication par
I’emamectine benzoate, ce qui nous empéche de comparer nos résultats, il reste donc a les

confirmer ou les infirmer par des études ultérieures.

Toutefois, une autre étude sur I’effet améliorant de la vitamine C suite a une toxicité par un
autre insecticide de la famille des pyrethrinoides de synthese « lambda cyhalothine », ne
montrant pas de variation de poids corporel chez les rats traités par lambda cyhalothrine et ceux
co-administrés par la vitamine C (Fetoui et al., 2009).

L’examen histologique des reins montre une altération structurale de la zone corticale, des
capsules de Bowman adhérant aux glomérules, dilatation des tubes contournés proximaux et
distaux, destruction de certains glomérules, des congestions vasculaires et des infiltrats
inflammatoires, ces résultats se concordent avec ceux trouvés par Fetoui et al. (2010) qui ont
¢tudié I’effet de lambda cyhalothrine sur le rein du rat et I’effet améliorant de la vitamine C ou
les analyses histopathologiques ont montré que LTC induit multiples foyers d'hémorragie, la
dilatation du tubule proximal, desquamation cellulaire tubulaire, infiltration de cellules
inflammatoires et gonflement des tubules dans le rein. Les examens microscopiques ont montré
des lésions pathologiques induites par lambda cyhalothrine qui ont été remarquablement réduite
par l'administration de la vitamine C. Il n'y avait pas des altérations histologiques du rein du

groupe traité par la vitamine C par rapport au controle.

Du fait de leur nature vasculaire, les glomérules sont des capillaires formant un systéeme porte
artériel situe entre I’artériole afférente et ’artériole efférente du glomérule par lequel passe la
quasi-totalité du débit sanguin rénal, soit 20 % du débit cardiaque. Par sa fonction de filtre entre
I’espace sanguin et urinaire, le glomerule est expose de fagon continue aux protéines

plasmatiques.

Le traitement par EB a entrainé différentes modifications morphométriques

- Au niveau glomérulaire, on observe :
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L’¢largissement de la chambre glomérulaire ce qui conduit probablement a un
dysfonctionnement rénale par modulation de la filtration afin de permettre 1’élimination
du toxique.

- Au niveau tubulaire : une hypertrophie tubulaire proximale et distale a été constatée.
Selon Boudzoumou-Nganga (1989) ce déséquilibre glomérulo-tubulaire conduit a une
homéostasie électrolytique anormale. Cependant la filtration glomérulaire et la
réabsorption tubulaire sont compensées suite a la coadministration de la Vit C.

Selon Vilotte (1996) la protéine p53 lorsqu’elle est exprimée pourrait activer la transcription
de génes suppresseurs de la prolifération cellulaire et réprimer la transcription de génes qui
facilitent la transformation maligne des cellules. Alors on conclue que son absence indique

I’absence de prolifération tumorale.
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CONCLUSION

Le traitement par les pesticides est jusqu'a présent le moyen de protection
prépondérant. Cependant, les pesticides peuvent aussi étre tres nocifs, ils peuvent
endommager 1’environnement et s’accumuler dans les écosystémes ; comme ils
possedent le potentiel de causer toute une gamme d’effets toxiques envers la santé
humaine, parmi lesquels le cancer, les dysfonctions des systemes reproductifs, des
systémes endocriniens et immunitaires, 1’atteinte aigué€ et chronique du systéme

nerveux et I’endommagement des poumons.

Cette étude permet de mettre en évidence les effets néphrotoxiques d’un biopesticide
«Proclaim ® » ainsi que 1’effet améliorant et protecteur de 1’acide ascorbique a atténuer
ces effets.

D’aprés les résultats obtenus, 1’administration de Proclaim ® provoque une perte de
poids corporel et une désorganisation du parenchyme rénal alors que la co-
administration de la vitamine C permet un effet protecteur, ces résultats sont confirmés
par I’examen histopathologique et 1’étude morphométrique.

Ce projet mérite plus de recherches, pour mieux comprendre le mécanisme de
néphrotoxicité causée par I’exposition aux pesticides, ainsi que la cytotoxicité et la
génotoxicité, tout en démontrant la pharmacocinétique et la pharmacodynamique des
avermectines.

Afin de minimiser ’exposition humaine aux résidus de pesticides, des contrdles
réglementaires concernant leur utilisation et le niveau de leurs résidus ont été établis.

Mais malgré la conscience publique du risque provenant de cette exposition et les divers
incidents alarmants cités, et quoi qu'il en soit, ces produits phytosanitaires resteront,
dans le cadre d'une politique productiviste et a des fins et des volontés exportatrices,
une des composantes essentielles de la production alimentaire.

En effet, leur utilisation est toujours en croissance et de nouvelles matiéres actives sont
continuellement et freqguemment introduites sur le marché ; les contrdles trés récents
indiquent une présence permanente et préoccupante de résidus et multi-résidus
contaminant les denrées diverses. Par conséquent I’examen de ces résidus et de leurs

effets demeure une nécessité.
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Annexe : Matériels non biologique utilisés

e produit étudié

Proclaim®

Vitamine C

e Solutions utilisées

Xyléne

Hématoxyline
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Eosine

2,5% PTA
1

25%PMa | e

phosphomolybdique phosphotungstique

Fushine ponceau

Vert lumiére

Baume d'inclusion Eukitt
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Acide périodique

e Appareillage

Automate

Etuve

Bain marie
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Microscope photonique

Station d’enrobage en paraffine




	1-page de garde.pdf
	2-dédicace 1.pdf
	3- Dédicaces 2.pdf
	4-Remerciement.pdf
	5-Résumé arabe.pdf
	6- résumé français.pdf
	7-Abstract.pdf
	8-liste des abréviations.pdf
	9-liste des figures.pdf
	10-liste des planches.pdf
	11-Liste des tableaux.pdf
	12-Sommaire.pdf
	13-Introduction.pdf
	14-chapitre1 DB.pdf
	15-Materiels et méthodes.pdf
	16-Résultats et discussion.pdf
	17-Conclusion.pdf
	18-réfétences final.pdf
	19-Annexe.pdf

