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Résumé

Dans cette étude nous nous sommes intéress€¢ a évaluer la toxicité subaigiie d’un
insecticide I’emamectine benzoate (10 mg/kg/jour) sur I’histologie de la glande surrénale, et
I’effet de la coadministration d’une dose de 200 mg /kg /jour de vitamine C chez le rat male
de souche Wistar. Nous avons étudié les variations du poids corporel et le poids absolu des
glandes surrénales, 1’emamectine benzoate n’a pas affecté le poids absolu des surrénales
droites et gauches cependant une baisse de prise de poids corporel a été constaté chez le lot
EB tandis que la supplémentation en vit C a pu ’améliorer. L’examen histopathologique de la
glande surrénale a réveélé, chez les rats traités par EB, une désorganisation de 1’architecture du
cortex et de la médullosurrénale, principalement une vacuolisation des cellules stéroidiennes,
des noyaux pycnotiques et une congestion vasculaire de la médullaire ont été observés. La
coadministration de la vitamine C a rétablit les lésions tissulaires et cellulaires causés par EB,
d’ou une réorganisation du parenchyme surrénalien est a noté chez le lot EB + VitC en
comparaison avec le lot ttmoin. A la lumiére de nos résultats, la supplémentation en vitamine
C permet d’améliorer les atteintes tissulaires de la glande surrénale occasionnées par

I’emamectine benzoate chez le rat Wistar mal adulte.

Mot clé : Emamectine benzoate, Vitamine C, Glande surrénale, Histopathologie, Rat.




Abstract:

In this study we are interested in the evaluation of the toxicity of an insecticide emamectin
benzoate following an administration of a dose of 150mg / kg / day on the adrenal gland, and
the ameliorative effect of vitamin C following an administration of a dose of 200mg / kg /

day.

We have studied the variations in body weight; emamectin benzoate affected the body weight

gain while vitamin C supplementation could enhance it. Histopathological examination of the
adrenal gland revealed a disorganization of the architecture of the adrenal gland. We have
observed a reorganization of the adrenal parenchyma after the administration of vitamin C. It
turns out that emamectin benzoate causes toxicity on the adrenal glands of the poorly grown

wistar rat, and vitamin C improves these effects.

Keyword: emamectin benzoate, vitamin C, adrenal gland, histopathology, rat.
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INTRODUCTION

Les pesticides sont des agents chimiques utilisés, principalement, en agriculture pour
lutter contre les parasites des plantes (Fournier, 2012). Ces xénobiotiques sont des produits

actifs pouvant se révéler nocif pour I’environnement et la santé de I’homme.

La toxicité¢ aigué résultant d’une mauvaise utilisation ou d’un usage accidentel des
pesticides est un phénomeéne connu, mais qui ne concerne qu’un contingent peu important des
maladies professionnelles et des accidents domestiques. L’exposition prolongée et
I’intoxication chronique par ces produits phytosanitaires représente un vrai probleme de santé,
sachant que leurs effets tardifs sont d’autant plus dangereux qu’ils sont difficiles a cerner
(Payan Renteria et al., 2012). En dehors des effets cancérogénes, trois types d’effets font
I’objet d’une attention particuliére : les troubles neurologiques, les troubles de la reproduction

et du développement, les perturbations endocriniennes (Kaur et al., 2011).

Parmi ces pesticides ceux appartenant a la famille des avermectines, dont
I’emamectine benzoate qui est le produit de fermentation d’un micro-organisme du sol
streptomyces avermitilis. Des études ont montré que les avermectine peuvent provoquer des
perturbations du systeme endocrinien, nerveux et rénal chez I’animal. (Lacau Mengido et al.,
2000).

La vitamine C, ou acide L-ascorbique, est une vitamine hydrosoluble peu ou pas
stockée dans 1’organisme, non synthétisable chez I’homme, devant étre obligatoirement
apportée par 1’alimentation, notamment les fruits et 1égumes frais. Elle est nécessaire pour de

nombreuses fonctions physiologiques de la biologie humaine (Naidu, 2003).

Elle joue un réle prépondérant dans la biosynthese du collagene, de la carnitine,
I’activation des hormones, elle intervient dans le métabolisme de certains acides aminés et
vitamines, aide aussi le foie a détoxifié les xénobiotiques ; ses propriétés antioxydants et anti-

inflammatoires sont associé ason pouvoir réducteur (Willingo, 2005).

Plusieurs études précédentes ont montré 1’efficacité des antioxydants dans la réduction
des taux de cholestérol ; du risque de maladies cardio-vasculaires ; dans la réeduction du risque
de cancer, dans la protection de 1’ceil et de la vision, dans le retardement du vieillissement,

dans le traitement des maladies neurodégénératives comme la maladie d'Alzheimer et la
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maladie de Parkinson et méme dans la réduction des complications associées a de nombreuses
pathologies (Bentley et al., 2012 ; Agarwal et al., 2014; Shirley et al., 2014).

Notre travail consiste a évaluer la toxicité d’un pesticide emamectine benzoate sur
I’histologie de la glande surrénale du rat Wistar méle adulte et ’effet protecteur de 1’acide

ascorbique.

Notre travail est subdivisé en deux parties : une partie bibliographique dans laquelle nous
apportons des genéralités sur la glande surrénale, les pesticides et leurs toxicités puis les
avermectines en précisant notre produit « I’emamectine benzoate » suivi par des rappels sur
les antioxydants y compris la vitamine C. La deuxiéme partie expérimentale comporte une
description du matériel utilisé et le protocole suivi durant I’expérimentation, Suivi par une
interprétation des résultats obtenus, finalement une conclusion et des perspectives sont

représentees.
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CHAPITRE 1 : GLANDES SURRENALES

1.1.Introduction

Les glandes surrénales sont deux glandes endocrines de forme triangulaire, situées au pole
supérieur de chaque rein, dans la loge rétro-péritonéale, au sein de la loge rénale (Turquetil
et Reznik, 2019).

1.2. Embryologie

La corticosurrénale est d’origine mésodermique (méme origine que les gonades) dérivée
de I’épithélium ccelomique, alors que la médullo-surrénale est d’origine neurectodermique
(crétes neurales).

Chez I’homme, a 30 jours il apparait un ¢épaississement de 1’épithélium cceelomique
donnant les cellules indifférenciées qui se différenciés ultérieurement vers la 8™ semaine en
deux zones (Ginord, 1980), I’une interne le cortex fwetale et 1’autre externe le cortex
permanent qui vont étre encapsulées par les cellules mésenchymateuses vers la 9°™ semaine.
Les sympthogonies issues des crétes ganglionnaires vont coloniser le cortex feetal pour former
la médulla.

La zone fasciculée est formée apres 20 semaines. La zone glomérule est formée a la
naissance. La zone réticulée n’apparait vraiment que chez 1’adulte (Dupouy et Boissin,
1997). Apres la naissance, la zone feetale régresse et la surrénale n’atteint sa structure finale
que vers 10 a 20 ans, alors que chez les rongeurs, la formation des différentes zones de la
glande surrénale est acheveée a la naissance (Figure 1).

Ebauche ganglionnaire ——ﬁ// @\

Chorde > O a——— Chaine latéro ventrale

. ;r-'_—_.\__%
‘—" . Ebauche médullo-surrénale
Gonade ——/

P \
Ebauche corticosurrénale
e ¢'>
Intestin &3 ‘l\‘
- Ganglions intra-muraux




ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

Figure 1 : Origine embryologique des glandes surrénales (Hoang, 1996).

1.3. Anatomie:

Les glandes surrénales endocrines sont deux organes anatomiquement bien individualisés
siégeant respectivement au pole supérieur de chaque rein. Au nombre de deux, I’une droite,
I’autre gauche, elles ont en commun leur structure et leur situation dans la loge rénale. Elles
sont constituées d'une mince capsule résistante entourant un parenchyme qui comprend deux

parties, 1’une périphérique et I’autre centrale (Benmouloud, 2015) (Figure2).

Veine cave Aorte

inférieure abdominale
Artéres surrénales supérieures

Glande surrénale gauche
Glande surrénale droite

Artere surrénale moyenne

Artére surrénale Inférieure

Reln gauche
Reln drolt

Figure 2 : Localisation anatomique des glandes surrénales (Turquetil et Reznik, 2019)
1.4. Morphologie

Les deux glandes surrénales sans étre symétrique présente des caractéristiques communes
elles ont une forme pyramides tres aplatie : une hauteur de 4-5 cm une largeurs de 2-4 cm et
une épaisseur de moins de 1cm pour un poids moyen de 5-6g. La glande gauche est un peu
plus petite et a une forme plus allongé verticalement que la glande droite. La base de la glande
droite s’applique sur le pole supérieur du rein droit alors que celle de la glande gauche

s’applique plutdt sur le pédicule du rein gauche. (J.Poirier et al.1981)
2. Histologie de la glande surrénale

Lorsque on préléve une surrénale a I’autopsie et qu’on la coupe en deux, on y distingue

macroscopiquement deux parties :
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e Une partie périphérique, ferme, jaunatre : « la corticosurrénale »
e Une partie centrale, molle, brun foncé et s’altérant trés rapidement apres la mort de
telle sorte qu’elle se présente souvent sous 1’aspect d’une bouillie noiratre : « la

médullosurrénale » (figure 3)

Zone glomérulée Capsule

Zone fasciculée

Zone réticulée

Médullosurrénale

Vaisseaux sanguins

Figure 3 : Structure macroscopique de la surrénale (Chanson et Young, 2007)

2.1.Corticosurrénale

La corticosurrénale est une glande endocrine secrétant et déversant dans le sang diverses

hormones qui ont toutes pour point commun d’étres des stéroides.

Les éléments constitutifs de la corticosurrénale sont :

e Les cellules glandulaires endocrines
e Des capillaires sanguins
e Un fin réseau conjonctif

Le cortex surrénalien est constitué de trois zones centriques :

2.1.1. Zone glomérulée : est une zone sous-capsulaire étroite dont la face interne est accolée
a la zone fasciculée. La zone glomérulée est constituée de cellules disposées de
maniére centrique, entourée d’un tissu de soutien contenant des capillaires. Les
cellules contiennent quelque gouttelette lipidique et un réticulum endoplasmique lisse
bien développé. Les cellules de la zone glomeérulée secrétent une hormone
minéralocorticoide, I’aldostérone, sous contrdle de I’angiotensine 2.

2.1.2. Zone fasciculée : est la zone la plus étendue du cortex surrénalien. Elle est constituée
de cellules polygonales disposees en colonnes verticales ou en faisceaux

perpendiculaire a la capsule. Les cellules possedent un cytoplasme vacuolisé reflétant
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zone fasciculée secretent principalement des hormones glucocorticoide (cortisol)

sous controle de PACTH.
glomérulée. Elle est formee de cellules anastomosées formant un réticulum ou un

I’accumulation des gouttelettes lipidique contenant du cholestérol et ses métabolites.
Des capillaires fenétrés séparent les colonnes cellulaire adjacentes. Les cellules de la
réseau entouré de capillaires fenétrés. Les cellules de la zone réticulée secretent
principalement des hormones stéroides sexuelles sous le controle de ’ACTH

2.1.3. Zone réticulée : est plus mince que la zone fasciculé mais plus épaisse que la zone
(Figure 4). (Steven, low

Figure 4 : Structure histologique de la glande surrénale.( Turquetil et Reznik, 2019)
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2.2.Médullosurrénale

Les éléments constitutifs de la médullosurrénale sont les cellules glandulaire de la

médullosurrénale, ces cellules ont des caractéristiques fondamentales qui les distinguent

parfaitement des cellules de la corticosurrénale :

v

v
v
v

Leur volume est important

Leur forme est polyédrique

Leur noyau est sphérique, situe au centre de la cellule

Leur cytoplasme renferme, outre les organites habituels de la cellule, des grains de
sécrétion :

- Peu visible sur les colorations ordinaires en microscopie optique

- Apparaissant comme de gros grains de couleurs brunes aprés oxydation

- Et se présentant en microscopie électronique comme des vésicules claires cernées

par une membrane et contenant en leurs centre un grain dense osmiophile.

De plus, certains criteres morphologique et histochimique permettent de constater un

dimorphisme indiscutable, il existe en effet :

¢+ Des cellules claires : cellule noradrénaline
%+ Cellules tres chargées en grains de sécrétion plus gros et dont le cytoplasme inter

granulaire est peu colorable. (Steven, lew1997 ; J.poirier 1975 ;J.Poirier et al.1981)
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Facteurs Hormones
stimulants sécrétées

Capsule

Zone
glomérulée Angiotensine
ACTH

Minéralocorticoides
Aldostérone

Glucocorticoides
Cortisol

8 Corticostérone
ACTH

% Androgénes
DHEA

Androsténedione

vvvv

;h DHEA
B Androstéenedione

Figure 5: Zones histologiques du cortex surrénalien (Fulla et al., 2009)

2.2.1. ROle du cortisol au cours du stress

Le stress est une situation grossierement définie dans laquelle il existe une menace
potentielle ou réelle pour I’homéostasie. Dans de tels circonstances, il est essentielle de
maintenir la pression artérielle, d’apporter de sources d’énergie supplémentaire dans le sang et
d’interrompe provisoirement des fonctions non essentielles.

Le cortisol est la principale hormone assurant ces fonctions. L’augmentation de la
sécrétion de cortisol due au stress est méfiée par le systeme hypothamo-hypophysaire (Figure
5).

Les influx nerveux répondent a un stress particulier induisant la sécrétion de CRH. Cette
hormone est transportée par les vaisseaux portes hypothalamo-hypophysaires vers
I’antéhypophyse, ou elle stimule la sécrétion de I’ACTH celle-ci, a son tour, circule dans le
sang, atteint la corticosurrénale et stimule la libération de cortisol.
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La sécrétion d’ACTH, et donc de cortisol, est stimulée par plusieurs hormones autres que
la CRH hypothalamique dont la vasopressine et I’adrénaline qui toutes deux augmentent au
cours du stress. (Figure 6)

Dans une situation stressante, le cortisol :

- Augmente la réactivité vasculaire

- Catabolise les protéines et la graisses pour fournir de 1’énergie

- Inhibe la croissance et la reproduction, le prix payé par 1’organisme au cours de stress

secondaire a ce puissant effet catabolisant de cortisol.

Ainsi, les cellules du systeme immunitaire, des os, des muscles, de la peau et de plusieurs
autres tissus subissent un catabolisme pour apporter des substrats pour la néoglucogenése. A
court terme, cela n’a pas de conséquences majeures. En revanche, un stress chronique peut
aboutir a une baisse seévere de densité osseuse, de la fonction immunitaire et de la fertilité
(Widmaier et al. 2013).
4+ Chez la femme I’excés de cortisol est responsable d’un hypogonadisme central
hypogonadotrope a I’origine d’une infertilité, de troubles du cycle menstruel (syndrome des
ovaires polykystiques, spanioménorrhée, voire aménorrhée secondaire) et, chez I’homme, de
troubles de la libido et de I’érection. L hypogonadisme participe également a 1’ostéoporose.

4+ Des répercussions thymiques sont rapportées, a type de syndrome dépressif, de trouble
anxieux ou de syndrome maniaque et d’irritabilité, le sommeil est souvent perturbé. Enfin,
I’hypercortisolisme peut parfois révéler ou aggraver un trouble psychiatrique connu ou latent.
4 Le déficit immunitaire présent en cas d’hypercortisolisme intense se manifeste par des
infections opportunistes mycotiques, herpétiques et des staphylococcies cutanées,
principalement dans les spheres cutanée et urogénitale.

4+ Des anomalies métaboliques sont également observées : un syndrome
d’insulinorésistance, qui se manifeste par un diabéte ou une intolérance au glucose, une
dyslipidémie ; une hyperleucocytose a polynucléaires neutrophiles ; une augmentation de la
calciurie et de la kaliurése .A fortes doses, les glucocorticoides ont un effet
mineralocorticoide. (Chanson et Young, 2007). Stockage et libération par les vésicules

présynaptiques des neurones catécholaminergiques.
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Figure 6: Réponse de I’axe hypothalamo-hypophyso-surrenalien au stress (Oleon, 2008).
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CHAPITRE 2 : LES PESTICIDES
2.1. Définition

De maniere générale, un pesticide est défini comme étant un produit congu pour détruire
des organismes considérés comme indésirables ou nuisibles. Les produits qu'on retrouve sur
le marché renferment un ou plusieurs ingrédients actifs et des produits de formulation.

La Food and Agriculture Organization (FAO) (Organisation des Nations Unies pour
I’alimentation et 1’agriculture) définit ainsi les pesticides : « 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, 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,
des produits agricoles, du bois et des produits ligneux, des aliments pour animaux, ou qui
peut &tre administrée aux animaux pour combattre les insectes, les arachnides et autres endo
ou ectoparasites ». (FA0O.2009)

Le terme comprend les substances destinées a étre utilisees comme :

Régulateurs de croissance des plantes,
- Défoliants,
- Agent de dessiccation,
- Agent d'éclaircissage des fruits
- Ou pour empécher la chute prématurée des fruits, ainsi que les substances appliquées
sur les cultures, soit avant, soit aprés la récolte, pour protéger les produits contre la
détérioration durant I'entreposage et le transport (FAO.2009).
2.2. Catégorie de pesticides
Les pesticides peuvent étre regroupés selon différents axes :
Catégorie par origine
On distingue les pesticides artificiels (molécules inventées par I'étre humain,
développées en laboratoire et produites en usine) et pesticides naturels (molécules trouvables
dans la nature qui peuvent étre extraites d'organismes vivants ou synthétisées en usine).
Les pesticides de synthése sont, quant a eux, des molécules, d'origine artificielle ou
d'origine naturelle, synthétisées en laboratoire ou usine. On distingue également les pesticides

organiques (contenant un composé organique) et pesticides inorganiques (contenant

un composé inorganique) (Anonyme, 2010).

11


https://fr.wikipedia.org/wiki/Compos%C3%A9_organique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Compos%C3%A9_inorganique

ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE
2.2.1. Catégorie par niveau de risque

Depuis 1975, I’Organisation Mondiale de la Santé propose une classification des pesticides
par niveaux de risques (OMS, 2005). (Tableau 1)
Tableau 1 : niveau de risque

Classe la Extrémement dangereux

Classe Ib Trés dangereux

Classe Il Modérément dangereux

Classe 111 Peu dangereux

Classe IV Pas dangereux en cas d’usage normal

2.2.2. Catégorie par usage

Ce regroupement s'intéresse a la cible que le pesticide est destiné & combattre. On recense

ainsi : (Benoit et al. 2005)

+ Les algicides, utilisés contre les algues dans les lacs, canaux, piscines, réservoirs d'eau, etc. ;

+ Les acaricides, utilisés contre les acariens ;

+ Les antimicrobiens et les bactéricides, utilisés contre les bactéries ;

% Les corvicides ou corvifuges, utilisés contre les corbeaux ;

+ Les fongicides pour tuer les champignons ou inhiber leur croissance ;

+ Les herbicides, désherbants, phytocides ou débroussaillants utilisés pour détruire

les adventices « mauvaises herbes »;

+ Les insecticides, utilisés contre les insectes et autres arthropodes ;

+ Les molluscicides, qui tuent les limaces et les escargots (ou les éloignent dans le cas de

répulsifs) ; dont les hélicides qui sont spécifiques des escargots ;

+ Les nématicides, utilisés contre les nématodes

2.3.Classification par mode d’action

2.3.1. Action sur le systéme nerveux
La neurotoxicité des insecticides se manifeste par le blocage de la propagation de I’influx
nerveux au niveau des neurones et des synapses, tant au niveau du systéme nerveux
central que périphérique. Les symptomes d’intoxication par les substances neurotoxiques
sont les suivants : période de latence, hyperexcitation, manque de coordination,
tremblements, convulsions, prostration, mort.
+ Action sur la transmission axonale de I’influx nerveux : Les pyréthrinoides de

synthese se fixent également sur les canaux a Na+ mais sur un site différent, qui dans

ce cas provogue une hyperexcitabilité, soit une incoordination des mouvements.
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+ Action sur les synapses et les neuromédiateurs : Les organophosphorés et
carbamates agissent au niveau des synapses cholinergiques en inhibant le
fonctionnement de [D’acétylcholine estérase, I’enzyme de dégradation de
I’acétylcholine. L’acétylcholine s’accumule donc dans 1’espace inter synaptique et
provoque une hyperexcitation menant a la mort. (Lin et al. 2001).

2.3.2. Action sur le systéme respiratoire.
Régulateurs de croissance des insectes: exemple les inhibiteurs de chitine; les

perturbateurs de mue (Lin et al. 2001).

2.4. Exposition aux pesticides
La pénétration des pesticides dans I’organisme peut se faire par plusieurs voies : par
ingestion volontaire ou non (mains souillées), par inhalation, par contact cutané. On distingue
deux types d’exposition :
2.4.1. [EXxpositions primaires
Concerne les personnes manipulant directement les produits, au moment de la
préparation, de ’application, du nettoyage des appareils, du vidange des cuves. Il s’agit pour
la plupart des agriculteurs et professionnels utilisant ces produits, mais aussi des particuliers
pour un usage domestique. Cette exposition est plutét ponctuelle, et survient lors des périodes
de traitement. (Munk et al., 2008)
2.4.2. Expositions secondaires
Elles concernent 1I’ensemble de la population, par I’exposition aux résidus découlant
de l'utilisation de pesticides, a travers 1’alimentation et de I’environnement. Les effets
observés pourraient résulter de I’accumulation de molécules qui s’éliminent lentement,
atteignant un seuil de concentration critique au bout d’un certain temps, ou bien, dans le cas
de molécules rapidement éliminées, découler de I’addition d’effets sous-cliniques et
irréversibles.(Munk et al., 2008)
2.4.3. Effets néfastes ressentis et réaction de I’individu lors de I’exposition
Les effets ressentis chez les personnes intoxiquées sont trés divers (figure7). Des
vomissements les plus fréquents (29%), aux atteintes oculaires, aux maux de téte, aux pertes
de conscience en passant par la dyspnée, urticaire. Les mémes symptémes sont décrits dans
les réactions des intoxiqués. Cependant, une personne intoxiquée peut avoir plusieurs

réactions simultanées. (Pirequet A., 1986).
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Figure7 : Description des effets néfastes liés a 1’intoxication chez les exposés.( (Pirequet A.,

1986).

2.5. Les toxicités particuliéres

a) Cancérogenese : elle est caractérisée par des troubles de la prolifération cellulaire de
certains tissus donnant naissance a des tumeurs hyperplasiques bénignes ou malignes,
métastasiques ou non.

b) Mutagenese et génotoxicité : la mutagenese se traduit par des changements dans le
patrimoine génétique (mutations) des cellules somatiques ou germinales avec alors
possibilité de transmission a la descendance, résultant de modifications des bases azotées
d’un géne (erreurs d’appariement lors de la division cellulaire) ou de réarrangements de
segments de chromosomes.

c) Tératogenése : c’est la propriété d’une substance de provoquer des anomalies
structurales ou fonctionnelles permanentes au cours de la période de développement
embryonnaire ; elle fournit des informations sur le risque potentiel pour le feetus résultant
d’une exposition de la mere durant la gestation.

d) Reproduction : ces troubles peuvent s’étendre, en ce qui concerne cette fonction, de la
gamétogenese (spermatogenése et ovogenese) jusqu’au comportement sexuel en passant
par toutes les étapes de la physiologie sexuelle (synthese, sécrétion, transport, action des
hormones, cycles sexuels, implantation du corps jaune, pouvant aboutir a 1’état de
stérilité, etc...).

e) Immunotoxicité — Allergénicité : I’impact des pesticides sur les fonctions immunitaires
et les éventuels effets allergiques sont difficiles a apprécier en raison de I’existence des
vraies et fausses allergies, de la présence de plusieurs produits ou méme d’impuretés dans

la formulation et du risque de sensibilisation croisée. Au cours de diverses
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expérimentations, beaucoup d’autres effets toxiques pouvant éEtre imputables aux
pesticides ont pu étre mis en évidence, ils peuvent affecter toutes les fonctions
physiologiques : neurotoxicité, fonctions de nutrition (respiration, digestion), circulation
et fonction d’élimination mais il n’est pas possible de les envisager de facon exhaustive
pour des raisons déja évoquées (propriétés industrielles, confidentialité des dossiers) et en

raison du trés grand nombre de molécules bénéficiant d’une AMM.(Baldi, 1998)
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CHAPITRE 3 : LES AVERMECTINES
3.1. Définition

Les avermectines (AVMs) sont des pesticides largement utiliser, ils sont appliquer
comme un médicament vétérinaire pour les animaux producteurs d'aliments et comme un
agent de protection des plantes dans le secteur d'agriculture
La famille des avermectines regroupe 6 molécules : I’abamectine, 1’émamectine,
I’ivermectine, la doramectine, I’eprinomectine et la selamectine. Le mélange d’avermectine
Bla (> 90 %) et d’avermectine B1b (< 10 %) constitue I’abamectine. L’ivermectine, qui est la
molécule phare de cette famille est une molécule semi-synthétique. (Figure8) La
doramectine, I’eprinomectine et la selamectine sont trois molécules biosynthétiques.
Ils sont produits par le micro-organisme de sol streptomyces avermitilis, ils démontrent une
baisse de toxicité aupres des mammiferes et les volailles et agissent principalement sur le
systéme nerveux des organismes cibles.
Le métabolisme d'avermectines dans les tissus animales a était bien décrit. Les AVMs sont

peu métaboliser chez les animaux et jusqu'a 80-90% de la dose initiale administrer peut étre

trouvé dans les feces apres le processus métabolique (Khaldoun et al. 2015).

~_R

Avermectin B4,
R= CH2CH3

Avermectin B¢,
R = CH3

Figure 8: Structure chimique d’avermectine
3.2. Mode d’action
Le mode d’action des anthelminthique n’a été connu que progressivement a cause de

I’hétérogénéité des tests et des études réalisées (différents modeles animaux, protocoles et
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doses). Il est unique, lent, spécifique et fait intervenir le systeme glutaminergique. (Arena et
al. 1995)

a) Action sur la transmission nerveuse : Les arthropodes, les nématodes et les invertébrés
en général sont constitués d’un systéme neuro-inhibiteur qui fait intervenir différents
types de récepteurs dont celui de 1’Acide gamma amino butyrique (GABA). Les AVMs
agissent par effet GABA-mimétique Les effets antiparasitaires connus sont : une paralysie
des muscles pharyngiens et des muscles somatiques du parasite ou de I’insecte.
(Pemberton et al. 2001; Turner, 1989).

En effet, les AVMs agissent sur la transmission nerveuse en se fixant sur un récepteur au
glutamate qui contrdle les canaux chlores (figure9). Elles accroissent alors la perméabilité
des muscles de la membrane des cellules nerveuses a proximité du récepteur GABA
(Acide gamma amino butyrique) et du récepteur aux benzodiazépines dans le pharynx.

Ce qui réduit le potentiel excitateur provoquant une hyperpolarisation de la membrane
cellulaire. Cette hyperpolarisation blogue toute activité nerveuse et entraine une paralysie
flasque (Aréna et al. 1995; Hejmadi et al. 2000; Lamb et al. 2003).

Les neurones concernés se situent au niveau de la jonction interneuronale chez les
nématodes et au niveau de la jonction neuro-musculaire chez les arthropodes. L’action des
endectocides se manifeste donc par une inhibition de I’activité électrique des cellules
nerveuses des nématodes et celles des cellules musculaires des arthropodes ; d’ou la
paralysie flasque irréversible.

Les plathelminthes (trématodes et cestodes) ou vers plats sont insensibles a 1’action des
AVMs car ils ont un systeme 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).

Chez les mammiferes, les récepteurs au glutamate ne sont retrouvés qu’au sein du systeme
nerveux central (SNC), ce qui expligue la toxicité de ces molécules. Leur accumulation et
leur toxicité dans le SNC n’apparait qu’apres leur passage a travers de la barriére hémato-
méningee (Li and Zhang, 1996 ; Schinkel et al. 1994; Schinkel et al. 1996).
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Figure 9: Action de I’avermectine sur les canaux chlorure dépendants du glutamate au
niveau de la synapse inter-neuronale d’un parasite (Omura., 2008)

b) Action sur le cycle du parasite :

Elle est reliée a la fois a I’action intrinséque du médicament sur le parasite et a la présence
des concentrations significatives en terme de niveau et de durée sur le site d’action. On note
dans le cas de I’ivermectine une action relativement délétére sur les fonctions de reproduction
du parasite. Une inhibition de la ponte chez les femelles adultes, des organes reproducteurs
femelles, de la mue pour les stades nymphaux et une inhibition des récepteurs au glutamate
des muscles et des ont été signalées chez Ascaris suum (Fellowes et al. 2000).

3.3. Pharmacocinétique des avermectines

La pharmacocinétique est conditionnée par leur caractére physico—chimique tels que la
polarité et la lipophilie. Les membres de cette famille d’antiparasitaires sont pratiquement
insolubles dans 1’eau (6-9 ug/l) (Hennessy et Alvinerie, 2002), cette propriété leur confére
une bonne absorption, une forte distribution et une longue rémanence dans 1’organisme.
(figurel0)

Dans le compartiment sanguin, les avermectines se fixent largement & 1’albumine
plasmatique et aux lipoprotéines .leurs propriétés lipophile engendre une large distribution du
composé dans le tissu, notamment dans le foie et le tissu adipeux ce qui participe a leurs
rémanences dans 1’organisme.

Dans I’organisme, les avermectines sont trés peu métabolisées, la majorité du produit est
excrété sous forme inchangée .cette excrétion est essentiellement fécale et tres peu urinaire
(Sarasola et al., 2002).
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Figure 10: Pharmacocinétique des avermectines (Gonzalez Canga et al. 2005).
3.4. Emamectine benzoate :
L'emamectine benzoate (EB) est un dérivé semi synthétique de la seconde génération
d'avermectine qui est produit par la fermentation de la bactérie du sol streptomyces
avermitilis (jansson et al, 1997;loroatti et al, 2009). Il est principalement développer
comme un pesticide Iépidoptere a large spectre pour I'application sur les Iégumes et les
fruits (wrzesinki et al 1997;xie et al 2011)

3.4.1. Propriétés chimique et physique:

+ Propriétés chimique : Emamectine benzoate 10-3 mPa (21 ° C) Koe logP = 5,0 (pH
7) S.g./density 1.20 (23 ° C) Solubilité dans I'eau 0,024 g / | (pH 7, 25 ° C).x10%),
comme leurs sels de benzoate. Mol. en poids. 1008,3 (Bla); 994,2 (B1b) M.F.
C56H81NO15 (Bla); C55H79NO15 (B1b) Forme Poudre blanche a blanc cassé. Pf
141-146 ° C V.p. 4 <90%) et emamectine Blb (>Composition Un mélange de
émamectine Bla).

#+ Propriétés physique: Emamectine Mol. En poids. 886,1 (Bla); 872,1 (Blb) M.F.
C49H75N013 (Bla); C48H73NO13 (B1b).
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3.5. Proclaim

Proclaim est un insecticide pour les arbres fruitiers, la vigne et certaines cultures
légumieres, destiné au traitement des parties aériennes dans la lutte contre le carpocapse, la
tordeuse orientale, les tordeuses des fruits, I'Anarsia, les tordeuses de la grappe, les chenilles
défoliatrices, les chenilles foreuses, les noctuelles, et la pyrale du mais.

Proclaim, formulé sous la forme de granulés solubles, est composé de 0.95%
d'emamectine benzoate, matiére active appartenant a la famille des avermectines a mode
d'action original (2 sites d'action). L'emamectine benzoate présente une tres bonne activité
ovo-larvicide.(Heasook,2004)

3.5.1. Mode d’action

L’emamectine benzoate, matiére active appartenant a la famille des avermectines,
présente un mode d’action original en mimant 1’action du neurotransmetteur GABA sur les
récepteurs GABA et les récepteurs glutamate H. Ces fixations provoque ainsi 1’ouverture
permanente des canaux ions chlore, provoquant une décontraction musculaire irréversible.

L’emamectine benzoate présente une trés bonne activité ovo-larvicide. Elle agit sur les
larves lors de 1’éclosion et sur les larves plus agées par ingestion, provoquant rapidement et de
maniére irréversible 1’arrét de la mobilité (plus de creusement de galerie) et de la nutrition
(perte importante de poids). Ainsi, le taux de survie des larves est quasi nul et ceci, quel que

soit la taille de ces dernieres. (Syngenta ,2013)

Fixation de I'emamectine sur 2 sites d'action
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Figurell : mode d’action de proclaim® (Syngenta, 2013).
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CHAPITRE 4 : VITAMINE C
4.1. Définition

Le terme « vitamine C », nom commun de I’acide L-ascorbique, est une vitamine
hydrosoluble que le corps humain ne produit pas de facon endogene. Elle n’est une vitamine
exogeéne que pour 1I’espéce humaine, le cobaye, la chauve-souris et les primates. En effet, la
plupart des autres especes synthétisent cette vitamine a partir du glucose, par la voie du
glucuronate, dans le foie. (Linster et Van Schaftingen, 2007)

En raison d'une série de mutations du gene codant pour la L-gulono-lactone oxydase,
qui catalyse la derniére étape enzymatique de la synthése de I'ascorbate, les humains ne sont
pas capables de synthétiser la vitamine C. L’apport alimentaire est donc indispensable.

(Linster et VVan Schaftingen, 2007)

4.2. Structure
La vitamine C est un antioxydant hydrosoluble considéré comme le plus efficace des
antioxydants présents dans le sang (Frei et al, 1989). La vitamine C se présente sous deux

formes dans 1’alimentation : 1’acide ascorbique et I’acide déhydroascorbique.

HO OH
0" 0" cH—CcH,0H
OH

Figure 12 : Structure de I'acide ascorbique (DIALLO, 2005).

La structure chimique de 1’acide ascorbique (noté¢ AA) fut établie par Haworth en 1932.
Sa formule chimique est C6H806 (Figurel2). Il possede une fonction éne-diol, deux
fonctions alcool et une fonction lactone qui unit les carbones C1 et C4. Sa forme oxydée est
I’acide déhydroascorbique (noté DHA), de formule chimique C6H606.
4.3. Source de la vitamine C

Chez ’Homme, il n’existe ni synthése ni stockage de la vitamine C dans 1’organisme ;
I’alimentation constitue donc la seule source d’apport de cette vitamine. Un apport quotidien
minimal d’origine alimentaire est nécessaire.

Celui-ci provient essentiellement des fruits et des légumes frais. Ainsi, en France, les
principales sources alimentaires de vitamine C sont a 70 % les légumes (persil, poivron

rouge...) et les fruits frais (cassis, agrumes...), et en quantité moindre les pommes de terre, le

21



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

pain et les céréales (20 %). Compte tenu de la fragilité de cette vitamine, la teneur en vitamine
C des aliments dépend de leur mode de préparation (dégradation lors de la cuisson des
aliments) et de conservation. (Fain, 2013).

4.4. Besoins

Les apports nutritionnels conseillés (ou ANC) pour la vitamine C, émanant de 1’Agence
nationale de sécurité sanitaire de l'alimentation, de 1’environnement et du travail (ANSES),
sont de 110 mg/jour pour les hommes et les femmes adultes, et de 120 mg/jour pour les
femmes enceintes et les personnes agees de 75 ans ou plus (individus en bonne santé)
(ANSES ;2016).

Ces ANC tiennent compte de I’apport alimentaire minimal nécessaire pour prévenir le
scorbut, fixé a 10 mg/jour, mais sont également censés optimiser les fonctions physiologiques
de la vitamine C dans I’organisme (ANSES, 2016 ; Fain, 2013).

Il est & noter que les ANC different Iégerement en fonction des pays, bien que restant
situés autour de 100 mg/jour pour le sujet adulte. Ainsi, au niveau européen, les ANC
proposés par I’European Food Safety Authority (EFSA) pour la vitamine C sont de 110
mg/jour pour les hommes et 95 mg/jour chez la femme.

Chez les femmes enceintes, du fait de 1’hémodilution et du transfert actif vers le feetus,
I’EFSA recommande une majoration de I’ANC de 10 mg/jour en comparaison des femmes
non enceintes. Une majoration de 60 mg/jour est proposée chez les femmes allaitantes en
comparaison des femmes non allaitantes. Il n’est pas proposé de différences d’ANC pour les
sujets agés en comparaison des sujets plus jeunes (EFSA Journal 2013).

4.5. Métabolisme de la vitamine C
a) Absorption : L’absorption de la vitamine C s’effectue principalement au niveau de

I’iléon par un mécanisme de transport actif saturable. Ainsi, le coefficient d’absorption

est de 80-85 % pour un apport de d’environ 100 mg/jour et diminue en cas d’apports

quotidiens supérieurs. Il est d’environ 75 % pour un apport de 1 g/jour (ANSES, 2016).

b) 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. Les glandes surrénales et 1’hypophyse
possedent les plus grandes concentrations tissulaires (30 a 50 pg par g). Toutefois, les
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reins, le cerveau et la rate contiennent a eux trois la majorité de la quantité en acide

ascorbique. (Zhao, Yang .2000)
¢) Elimination : Les voies d’élimination de la vitamine C sont principalement les urines, les

maticres 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 excrétes. Pour les doses supérieures a 500 mg, seule une partie est ingéréee et presque
toute la dose absorbée est excrétée. L’¢limination a lieu sous forme native ou de
métabolites. Lorsque la concentration plasmatique dépasse 79 pmol.L-1, D’acide
ascorbique est éliminé dans les urines sous forme inchangée. Le principal métabolite de

I’acide ascorbique est I’acide oxalique. A hautes doses, et en cas de déficit associé en

vitamine B6, 1’acide ascorbique peut étre responsable de la survenue de lithiases rénales

oxalocalciques (Zhao, 2000).

4.6. Fonctions biologiques de la vitamine C

a) Absorption du fer

Le fer est absorbé au niveau de la bordure en brosse des microvillosités de la muqueuse de
I’intestin gréle. Cependant, le fer ne peut étre absorbé que sous forme de fer ferreux (Fe2+), et
se présente pourtant sous une forme majoritaire de fer ferrique (Fe3+). (Figure 13)

I1 lui est donc nécessaire de subir une réaction d’oxydoréduction avant de pouvoir étre
absorbé par un transporteur transmembranaire situé¢ au pole apical de I’entérocyte : un
transporteur de cation divalent appelé Divalent Cation Transporter-1 (DCT1) que sont Natural
resitance-associated macrophage protein-2 (Nramp2) ou Divalent Metal Transporter-1
(DMTTI). C’est a ce moment que l’acide ascorbique va rentrer en jeu comme cofacteur

réducteur avec une ferriréductase, le cytochrome b Duodénal (Dcytb) (Haehling et al., 2015).

Ferrireductase (Dcytb)

Fe**(fer ferrique) Fe’ (fer ferreux)

Acide ascorbique Acide DéHydroascorbigue

- Réaction d'oxydoréduction du fer par le Deytb couplé a I'acide ascorbique

Figure 13: Réaction d’oxydoréduction par le Dcytb couplé a 1’acide ascorbique (Barrow,
2001).

23



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

b) Réactions d’hydroxylation : La vitamine C intervient dans de nombreuses réactions
biochimiques par un mécanisme d’hydroxylation.

Synthése du collageéne.

Synthese des catécholamines : La vitamine C joue un role de cofacteur dans la synthése

des précurseurs des catécholamines transformation de la phénylalanine en tyrosine, puis

transformation de la dopamine en noradrénaline. Ceci pourrait expliquer les troubles de

I’humeur et du comportement observés au cours du scorbut.

Synthése de la carnitine.

Autres réactions d’hydroxylation (Duron-Bourzeix, 2014) : La vitamine C intervient

également dans la conversion du cholestérol en acides biliaires, ainsi que dans le

métabolisme des hormones stéroidiennes dans les glandes surrénales. Elle participe aussi
au catabolisme des toxiques et carcinogénes par les cytochromes P450 hépatiques.

c) Interaction avec I’acide folique : La vitamine C ralentit 1’oxydation irréversible de
I’acide tétrahydrofolique, forme physiologiquement active de I’acide folique.

d) Interaction avec I’histamine : La vitamine C intervient dans le metabolisme de
I’histamine. En présence d’ions cuivre, elle prévient son accumulation et favorise sa
destruction. (Biomnis, 2012)

e) Vitamine C et systétme immunitaire : La vitamine C augmente la mobilité des
leucocytes. Elle favorise la différenciation des lymphocytes ainsi que la production
d’immunoglobulines.

f) Action sur les plaquettes : L’absence de vitamine C entraine une hypo-agrégabilité
plaquettaire et donc un allongement du temps de saignement. (Le Bris, 2012).

g) Pouvoir réducteur et antioxydant : La vitamine C est un des quatre antioxydants de
I’alimentation avec la vitamine E, le bétacaroténe et le sélénium. Elle est considérée
comme le principal antioxydant non enzymatique de I’organisme avec le glutathion. I
s’agit d’un puissant réducteur qui participe a la dégradation des radicaux libres
oxygeénés responsables de la destruction prématurée de I’ADN et de la membrane
cellulaire, assurant ainsi une protection contre les agents toxiques pour la cellule.
L’acide ascorbique est capable de prévenir la péroxydation lipidique induite par les
radicaux libres oxygénés en favorisant la régénération de la vitamine E. Par ailleurs, il
inhibe la formation des produits d’oxydation et de glycation avancée des protéines.

(Fain, 2013).
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4.7. Carence en vitamine C

Une carence en vitamine C intervient lors d’une diminution des apports (conséquence
d’un mode de vie ou de conditions socio-économiques particuliéres), d’une diminution de son
absorption (pathologies de malabsorption intestinale telles que la maladie de Crohn, la
maladie ceeliaque, ou la maladie de Whipple), ou d’une augmentation des besoins (croissance,
grossesse, allaitement, diabete, tabagisme, éthylisme).

Ainsi une diminution des apports se retrouve chez les hommes seuls, les personnes agees,
les retraités, les chémeurs, les ethylo-tabagiques, les sujets ayant des régimes alimentaires
volontairement restrictifs (psychose, anorexie), les personnes atteintes de maladies
cachectisantes telles que les cancers, le SIDA, le syndrome de glissement.

Le tabagisme quant a lui, joue un rdle dans la diminution 1’absorption de la vitamine C
mais aussi dans 1’augmentation des besoins en augmentant son catabolisme (Khonsari,
2005).

4.8. Toxicité de la vitamine C

La toxicité de la vitamine C est tres faible et sans danger, car la molécule étant
hydrosoluble, elle est spontanément ¢liminée lors d’exces éventuels par I’urine. Aucune étude
n’a révélé que l'acide ascorbique est cancérogéne ou tératogéne ou qu'il cause des effets
indésirables sur la reproduction.

Les apports élevés en vitamine C ont été signalés comme ayant une faible toxicité. Des
effets indésirables ont été rapportés principalement apres de tres fortes doses (supérieures a 3
g/jour). Les effets indésirables associés a une consommation trés élevée sont la diarrhée et
d'autres troubles gastro-intestinaux, I'augmentation de I'excrétion d'oxalate et la formation de
calculs rénaux, l'excrétion d'acide urique, les effets pro-oxydants, le conditionnement
systémique (rebond scorbut) entrainant une surcharge en fer, une réduction de la vitamine
B12 et du cuivre, une augmentation de la demande en oxygeéne et une érosion de I'émail
dentaire.

Dans une étude assez récente, la production de calculs d'oxalate de calcium chez les
patients atteints de problémes rénaux est le plus remarquable effet indésirable de la
consommation élevée en vitamine C. Aussi une préoccupation supplémentaire concerne une
surproduction de fer.

Bien que cela soit un effet bénéfique dans la plupart des cas, mais il existe un potentiel de

surcharge chez certains individus atteints de maladies telles que I'némochromatose, I'anémie,
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la béta-thalassémie (Martirosyan, 2015). L’OMS estime que 1g d'acide ascorbique semble
étre la limite supérieure recommandée de I'apport alimentaire.

4.9. Recyclage

La vitamine C, au niveau plasmatique, ne dispose pas de systeme de transport. Elle se
retrouve sous la forme d’ascorbate a 95% au pH physiologique trés soluble dans 1’eau. De
plus, il n’existe pas de stockage de la vitamine C dans 1’organisme. Toutefois, de nombreuses
cellules fortement consommatrices d’acide ascorbique ont été identifiées, et mettent en jeu un
systeme de recyclage.Les neurones par exemple, qui sont de grands consommateurs d’acide
ascorbique durant leur activité synaptique, vont recycler celui-ci grace aux astrocytes, et aux
transporteurs SVCT 2 et GLUT 1 et 3. Ce mécanisme est bien évidemment rendu possible
grace au potentiel d’oxydoréduction de la vitamine C en DHA et acide ascorbique.

D’autres cellules vont aussi permettre le recyclage de la vitamine C comme : (Covarrubias-
Pinto, 2015)

- les leucocytes, grands consommateurs de vitamine C pour lutter contre les agents extérieurs
pathogenes,

- les cellules de I’humeur aqueuse et du cristallin, pour protéger les cellules des rayonnements
ultraviolet,

- les fibroblastes, qui permettent a la vitamine C d’assurer la synthése de collagene,

- les glandes surrénales. (Duron-Bourzeix, 2014).
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MATERIEL ET METHODES

Présentation de I’étude

Le présent travail a été réalisé durant la période allant du 24 février jusqu'a 10 mars

2020 au sein du laboratoire d’anatomopathologie de I’hopital de Koléa.

L’étude a porté sur I’évaluation des effets toxiques d’une formulation insecticide de la
famille des avermectines «I’emamectine benzoate » et I’effet amélioratif probable de la

vitamine C sur I’histologie des glandes surrénales chez le rat male de souche Wistar.
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1. Matériel
1.1. Matériel non biologique
Durant notre étude, nous avons utilisé le materiel existant au sein du laboratoire
d’anatomie pathologie du CHU de Koléa pour 1’étude histologique. Le matériel consiste en :
appareillages (automate, bain marie, plaque chauffante, microtome ainsi que la verrerie etc) .

1.2. Matériel biologique

Notre travail vient compléter une étude de toxicité subaigle par un insecticide de la
famille des avermectines «1’emamectine benzoate » et 1’effet amélioratif possible de la
vitamine C sur la glande surrénale du rat méle de souche Wistar, dont le protocole suivi est
détaillé par Teffahi et Bouyengouléne (2015).

Briévement, trois lots de rats (7 rats / Lot) ayant un poids de 210 + 10 g et provenant
de I’¢levage du CDR SAIDAL ont eté utilisés pour le 1’étude toxicologique.
L’expérimentation a été réalisée dans des conditions contrélés de température, humidité, cycle
lumiere / obscurité et une alimentation constituée de granulés de provenance ONAB (Office
National du Bétail).

A la fin de I’expérimentation qui a durée 28jours les animaux ont été sacrifié et leurs
organes prélevés et pesés et fixer dans un liquide fixateur « le formol a 10%). Notre partie
expérimentale toxicologique débute & partir des blocs d’organes (glandes surrénales),
confectionnées dans de la paraffine.

2. Méthodes
2.1. Traitement des animaux
Vingt et un rats ont été repartis en 3 lots et identifier par un marquage spécifique sur la
queue, chaque lot est mis dans une cage en plastique étiqueté : témoin, traité par I’emamectine
benzoate, traité par I’emamectine benzoate et supplémenté par la vitamine c.
Pour I’évaluation de la toxicité subaigiie les rats ont été traités pendant 28 jours :
e 1% lot (témoin) :1ml/rat d’eau distillé par gavage gastrique et 1ml/rat d’une solution
physiologique par voie inter péritonéal
o 2°™ |ot (traité par EB) (10mg/kg) d’emamectine benzoate est administré par gavage
gastrique et une injection par voie intra péritonéal d’une solution physiologique.
o 3™ ot (EB+vit C) : (10mg/kg) d’emamectine benzoate par gavage gastrique, et une

injection par voie intra péritonéal de la vitamine C (200mg/kg).

2.2. Sacrifice des animaux et prelevement des organes

=
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A la fin de la période expérimentale tout les rats ont été anesthésiés a 1’éther di-
éthylique puis décapiter rapidement, les glandes surrénale sont soigneusement prélevées,
rincées avec de I’eau physiologique (0.9 NaCl), pesées et trompé immédiatement dans un
liquide fixateur le formol a 10%.

2.3. Etude histologique de la glande surrénale :

La technique histologique permet d’obtenir des coupes minces portant 1’objet a étudier
au microscope photonique aprés une coloration réalisée par des colorants topographiques ou
spécifiques. Elle comprend les étapes suivantes :

2.3.1. Fixation

Les organes sont fixes dans du formol dilué a 10%, c’est un agent fixateur dit pontant
puisqu’il va former des ponts méthylénique entre les chaines protéique entrainant la formation
d’un gel permettant la stabilisation de la structure tissulaire.

Le but de la fixation est de :

- Eviter ’autolyse en bloquant les enzymes endogénes responsable de la destruction des
cellules et empécher la putréfaction.

- Maintenir les structures cellulaires et tissulaires dans un état le plus proche possible de 1’état
physiologique

- Préserver la réactivité des cellules pour une étude immunohistochimique.

Les facteurs influengant 1’étape de fixation sont d’une part le temps puisque la fixation
doit se faire dans les plus brefs délais et doit durer au minimum 24 heures pour les petits
fragments et 48 heures pour les plus grandes pieces. D’autre part, la quantité du fixateur doit
étre suffisante c’est-a-dire dix fois le volume du prélévement pour s’assurer de sa bonne
pénétration dans le tissu.

2.3.2. Examen macroscopique

Le prélevement est soumis ensuite a un examen macroscopique qui constitue la premiere
¢tape a réaliser dans 1’¢tude histopathologique. Tout d’abord les fragments sont dénombrés,
orientés, mesurés et leur aspect externe est deécrit. Les fragments sont déposés dans des

cassettes, perforées en plastique.

&
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2.3.3. Lacirculation
Cette derniére peut se faire manuellement ou a 1’aide d’un automate et a pour but le
remplacement de 1’eau présente dans le tissu par la paraffine afin de faciliter la découpe.
Cette opeération est effectuée en trois étapes :

a) Déshydratation
Elle consiste a débarrasser le tissu de 1’eau qu’il contient. Idéalement, 1’agent déshydratant
doit étre miscible a 1’eau et a la paraffine. Les prélevements sont placés dans trois bains
successifs d’éthanol de degrés croissant : 70°, 95°et 100° (2h chacun).

b) Eclaircissement
C’est une étape permettant le remplacement de 1’éthanol présent dans les tissus par un
solvant de la paraffine. Le principal agent éclaircissant utilisé en histopathologie est le
xyléne. Il est a la fois miscible a la paraffine et a I’agent déshydratant. (figurell) A
mesure que le solvant remplace I’agent déshydratant, le tissu devient transparent.

L’¢éclaircissement est réalisé dans trois bains de xyléne (2h chacun).

Figure 11 : ’automate de circulation Leica (Originale).

2.3.4. Imprégnation

Elle consiste en le remplacement du xyléne présent dans les cellules par la paraffine
liquide. Les prélévements sont placés successivement dans trois bains de paraffine en
fusion a 60° afin de s’assurer de I’imprégnation totale du tissu.

A la fin de la circulation qui dure 24 heures, les prélevements se trouvent dans un panier
plongé dans de la paraffine chaude, ils sont récupérés et introduits au niveau de la station

d’enrobage.
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2.3.5. Enrobage

Ce dernier consiste a former des blocs de paraffines. Pour se faire, les cassettes sont
ouvertes, les couvercles jetés, le fragment est ensuite récupéré et placé dans un moule
adapté a sa taille. Celui-ci est recouvert d’une petite quantité de paraffine, il est important
de bien orienter le fragment et veiller a son adhérence. Le moule est placé sur une plaque
refroidissante. (Figure 12)

La cassette est déposée sur le moule, de la paraffine est coulée extemporanément sur cette
derniere afin de s’assurer de I’homogénéité du bloc pour une découpe de qualité. Les
moules sont placés sur une plaque refroidissante pour figer la paraffine. Une fois que cette

derniére durcit les blocs sont démoulés. (Figure 13)

= .o 1 ) ) - \m
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Figure 13: Blocs de paraffine (Originale)
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2.3.6. Microtomie

Les blocs ayant refroidi sur la plaque réfrigérante de la station d’enrobage, la découpe
peut étre réalisée. A I’aide d’un microtome, des coupes allant de 1 a 3pum d’épaisseur sous
forme de ruban sont réalisées (figure 14). Cette épaisseur permet aux rayons lumineux du
microscope de traverser la préparation et d’éviter la superposition tissulaire.

Les rubans sont placés dans un bain marie a 37° pour détendre la paraffine. Une lame est
ensuite plongée perpendiculairement au fragment pour faciliter son adhésion puis cette
derniére est déposee sur une plaque chauffante pour faire fondre la paraffine et éliminer
les résidus d’eaux.

Il faut cependant rester vigilent quant a la retranscription du bon numéro de bloc sur la

lame qui lui correspond.

Figure 15: séchage des lames dans une étuve a 100 °C (originale).
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2.3.7. Deéparaffinage

Pour cela, il est nécessaire de préparer le tissu. Tout d’abord les lames doivent étre
plongées dans trois bains de xylénes de 5 minutes chacun afin d’éliminer la paraffine des
tissus. Cette etape permet une meilleure imprégnation de ces derniers par le colorant.
2.3.8. Réhydratation

S’en suit I’étape de la réhydratation dont le but est chasser le xyléne du tissu et de le
remplacer par 1’eau étant donné que la plus part des colorants sont de nature aqueuse. Elle
se traduit par le passage dans cinq bains d’éthanol, les deux premiers contenant de
I’éthanol absolu durent 3 a 5 minutes et sont suivis de trois bains de degrés décroissant
95°, 80° et 70°. Enfin, les lames sont rincées a 1’eau courante pendant 3 minutes.

Cette étape comporte un haut risque de décollement du fragment di aux forces de
courants crées par la sortie de 1’éthanol du tissu et I’entrée de 1’eau.

Un contrdle qualité peut étre effectué en relation avec 1’opacité du fragment, les parties du
tissu n’ayant pas subit une bonne réhydratation apparaissent translucide alors que le reste
du fragment est opaque.

2.3.9. Coloration

Arrive enfin 1’étape de la coloration proprement dite, dans les laboratoires
d’anatomopathologie la plus utilisée en tant que coloration topographique de routine est
I’hématoxyline €¢osine. Le noyau est révéle en bleu par I’hématoxyline de Harris alors que
I’éosine permet d’obtenir un cytoplasme rose, en pratique, la coloration a I’HE est réalisée

de la maniére suivante :

Coloration Hématoxyline-Eosine (HE)

a) Réactifs :

+ Hématoxyline de Groat : (préparation a froid)

- Acide sulfurique concentré ................ 0,8 ml
-Alundefer ..., 1lg
-Eau distillée............oooeiiiiiin. 50 ml
- Hématoxyline ..................c.oooinil. 0,5¢g

- Alcool 95° ..o, 50 ml

Laisser reposer pendant une heure et filtrer (Se conserve pendant trois mois environ)

+ Eosine : (préparation a froid) (Conservation illimitée)

-Eosine ... lg

-Eaudistillée........cooovvvviiiiiii, 100 ml

=
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b) Protocole de coloration : La coloration d’hématoxyline —€osine est la coloration usuelle
adoptée en anatomie pathologique. La coloration passe par les étapes suivantes :
- Un bain d’hématoxyline de Harris (un colorant basique nucléaire) pour la coloration des
noyaux en bleu pendant 6 minutes.
- Ringage a I’eau courante pour le lavage des lames.
- La coloration avec I’éosine (un colorant acide cytoplasmique) pour la coloration de
cytoplasme en rose pendant 1 minute.
- Ringage a I’eau courante pour le lavage des lames.
- Apres la coloration, On procéder a un séchage dans 1’étuve
c) Résultat : Les noyaux sont colorés en bleu-noir, le cytoplasme acidophile en rose,
certaines sécrétions restent incolores.
2.3.10. Montage et lecture
L’¢étape finale est donc le montage des lames. Elle est réalisée sous une hotte aspirante et
consiste a fixer une lamelle couvre objet sur la lame préalablement traitée avec quelques
gouttes de résine synthétique, I’Eukitt, afin de protéger la coupe de la dégradation. Il est a
noter qu’il faut éviter toute bulle d’air qui pourrait géner la lecture au microscope.
Ces lames sont observees au microscope optique différent grossissement et ensuite
photographiées a 1’aide d’un appareil photo numérique.
2.4. Analyse statistique
Les données obtenues pour les différentes mesures ont été analysées statistiquement par le test
ANOVA un facteur au moyen du logiciel STATISTICA version 10. En comparent le lot
témoin a chacun des lots traités par I’emamectine benzoate et 1’emamectine benzoate + vitC.

Les résultats obtenus sont représenté graphiquement.
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[CHAPITRE 2 : RESULTATS & DISCUSSION] PARTIE EXPERIMENTALE

1. Résultats

Le but de la présente étude est d’évaluer 1’effet amélioratif de la vitamine C suite a une
toxicité subaigie par un insecticide I’emamectine benzoate (EB) a raison d’une seule dose de

10 mg/kg, d’ou nous avons testé 1’association du toxique avec 1’acide ascorbique (vit C).

1.1. Effet du traitement sur le poids corporel

Les résultats présentés dans la figurel6 et tableau 2, montrent une diminution notable
du poids corporel des rats traités par I’emamectine benzoate (EB) (233 + 6.62) en
comparaison avec le lot témoin (269 + 5.03) et le lot EB + vitamine C (285 + 7.71).
Comparativement aux animaux témoins et traités par EB, on constate que la prise de poids est
beaucoup plus importante chez les rats traités par EB et supplémenté par la vitamine C. Ceci
permet de conclure que la vitamine C a améliorée la prise de nourriture chez le rat intoxiqué
par EB.

Tableau 2: Evolution pondérale chez les trois lots de rats témoin et traités EB et EB + VitC.

Dose Poids corporel
Control 269 + 5.03
EB 233 + 6.62
EB +VitC 285+ 7.71

Poids corporel

- 350
- 300
- 250
- 200
- 150
- 100

® Poids corporel

EB +VitC EB Témoin
Poids corporel 285 233 269
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Figure 16: Effet du traitement par I’emamectine benzoate et la supplémentation en vitamine

C sur la variation du poids corporel des rats traités et témoin.

1.2.Effet du traitement sur le poids de la glande surrénale

Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Figure 17 : Effet du traitement par I’insecticide emamectine benzoate sur le poids absolu des
surrénales chez le rat témoin et traité par EB et EB + VitC.

La variation du poids absolu des deux surrénales (droite et gauche), est représentée sur
la figure 17. Les poids absolus des glandes surrénales gauches sont légérement plus élevés
que ceux des surrénales droites chez les rats des trois lots étudiés.

La diminution du poids corporel notée aprées traitement par I’EB est étroitement
corrélée a la baisse du poids absolu des surrénales chez le lot trait¢ par ’EB seulement.
Cependant, le poids absolu des surrénales des rats traités par EB et coadministrés par la

vitamine C montre une augmentation indiquant I’effet amélioratif de celle-ci.
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Résultats de I’étude histologique de la glande surrénale

Dans le présent travail nous avons réalisé une seule coloration histologique topographique de

routine dans les laboratoires d’anatomie pathologie : 1’hématoxyline éosine ou HE

Il est a signalé que nous n’avons malheureusement pas pu réaliser les autres
colorations topographique « trichrome de Masson » et immunohistochimiques prévus dans

nos objectifs de départ a cause de la pandémie du COVID 19 qui se répand sur la planete.

1.2.1. Histologie surrénale des rats témoins

L’étude histologique révele une organisation structurale typique de la glande surrénale ;
formée par ’association de deux tissus glandulaire : le cortex, limité par une capsule fibro-

collagene et une médullaire centrale.

Au faible grossissement (GX10) : Le cortex surrénalien, est subdivisé en trois zones : la
zone glomérulée qui constitue une mince zone sous capsulaire, suivie d’une large couche de
cellules fasciculaires disposées en cordon rectilignes orientés vers le centre de la glande,
perpendiculaire a la capsule conjonctive et enfin la zone réticulée dont les cellules sont
agenceées en petits amas anastomoses qui se terminent par du tissu conjonctif la séparant de la

médullosurrénale (Planche 1 A).
Au fort grossissement

La zone glomérulée est constituée de cellules disposées en amas ovoides irréguliers
séparés les unes des autres par la capsule fibrocollagéne (CF). Les travées conjonctif et la
partie interne de la capsule renferme de large capillaires. Les cellules sécrétoires ont un noyau
arrondi intensément coloré et un cytoplasme moins abondant que celui des cellules de la zone
fasciculé adjacente. Le cytoplasme des cellules sécrétoire et bourré de réticulum

endoplasmique lisse et contient de nombreuse mitochondrie mais peu de gouttelette lipidique.

La zone fasciculée est la zone intermédiaire du cortex surrénalien et la plus épaisse des
trois zones corticale. Elle est constituée de colonnes et de cordons radiaire étroite de cellules
sécrétoire, ne comporte souvent qu'une seule assise cellulaire épaisse, séparé par de fins
tractus de collagene contenant de capillaire de gros calibre. Les cellules ont un cytoplasme
abondant, peu coloré en raison de sa richesse en goulettes lipidique il contient également

beaucoup de réticulum endoplasmique.
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La zone réticulée est la couche la plus mince, la plus interne, du cortex surrénalien, en
contact avec la médullaire. Elle est constituée d’un réseau irrégulier de cordon anastomoses et
d’amas de cellules glandulaires séparées par de nombreux capillaire de large diametre. Les
cellules glandulaire sont beaucoup plus petites que celles de la zone fasciculé et leur
cytoplasme, qui ne contient que quelques goulettes lipidiques est plus fortement colorées
(Planche 1 B).

Enfin la médullosurrénale apparait constitué d’amas de cellules au cytoplasme
granulaire ,faiblement basophile ,et de nombreux capillaire dans de fin tractus de soutien .de
nombreux canaux veineux drainant le sang des sinusoide du cortex traversant la
médullaire(Planche 1 C).

1.2.2. Histologie des rats traités par emamectine benzoate

L’observation au microscope de la glande surrénale apres traitement par 1’emamectine
benzoate montre une architecture désorganisée du cortex et de la medulla (Planche 2).

La zone réticulée montre des modifications histologiques chez le rat traité par EB par
rapport au témoin. Au niveau de la zone fasciculée les cellules sont endommagées et ne sont
pas disposées en cordes. Nous observons une dilatation des capillaires sanguins et une
dissémination hétérogéne des noyaux pycnotiques.

Dans cette zone, le cytoplasme semblait étre largement vacuolé. Ceux-ci sont appelés
spongiocytes car ils contiennent un grand nombre de gouttelettes lipidiques. La médullaire est

désorganisée et caractérisée par I'abondance de capillaires sanguins dilatés.

1.2.3. Histologie des glandes surrénales des rats traités par emamectine benzoate

coadministre par la vitamine C

Aprés supplémentation de la vitamine C I’aspect clair du cytoplasme des cellules de la
zone réticulée des rats traités est expliqué par la présence d’une activité stéroidienne.
L’observation du parenchyme surrénale au microscope photonique au faible et au fort
grossissement montre une réorganisation architecturale du cortex et de la medulla
surrénalienne chez le lot traité par I’emamectine benzoate Co supplémenté par la vit C
(Planche 3 A, B et C).

&



[CHAPITRE 2 : RESULTATS & DISCUSSION] PARTIE EXPERIMENTALE

CORTEX

MEDULLA

MS : médullosurrénale ZF : zone fasciculé ZR : zone réticulée ZG : zone glomurulée

VS : vaisseau sanguin

E
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PLANCHE 1: Histologie du parenchyme surrénalien montrant 1’architecture normale du

cortex et de la meédullaire chez le rat témoin. Grossissement Gr x (10, 40 et 40). Coloration

HE.

VS

Vacuoles

E
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MS : médullosurrénale ZF : zone fasciculé ZR : zone réticulée ZG : zone glomurulée
VS : vaisseau sanguin

PLANCHE 2: Histologie de la glande surrénale des rats traités par 1’emamectine benzoate
montrant 1’architecture désorganiser du cortex et de la médullaire de la glande surrénale.

Grossissement G x (10, 40, 40). Coloration HE.

E
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MS : médullosurrénale ZF : zone fasciculé ZR : zone réticulée ZG : zone glomurulée
VS : vaisseau sanguin

PLANCHE 3: Histologie du parenchyme surrénalien montrant une réorganisation
architecturale au faible grossissement (A). Au fort grossissement le cortex rénal des rats EB +
Vit C montre une structure histologique moins altérée avec une zone glomérulée bien
déterminée et les travées des cellules de la zone fasciculée bien organisés. Grossissement Gx
(10, 40, 40). Coloration HE.

Discussion

Les glandes surrénales sont les plus vitales des glandes endocrines. Seules
productrices des hormones de rétention du sel, elles contribuent a la conservation de I'eau.
Elles ont un réle fondamental dans la régulation tensionnelle, les métabolismes et I'adaptation
au stress (Wémeau et al. 2014).

Notre étude consiste a évaluer 1’action protectrice possible de la vitamine C contre les
Iésions histologiques de la glande surrénale liées & I’administration d’une dose de 10 mg/kg
par voie orale d’un insecticide, de la famille des avermectines « I’emamectine benzoate »,
pendant 28 jours chez le rat Wistar male. La toxicité de I’emamectine benzoate a été étudié
par plusieurs auteurs indiquant que I’emamectine benzoate peut provoquer des troubles
neurologiques (Mansour et Mossa, 2010), néphrotoxique, hépatotoxique (El-Sayed et al.
2015 ; Khaldoun oularbi et al. 2014), de méme qu’une reprotoxicité chez le rat wistar
(Khaldoun Oularbi et al. 2015).

E
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Le présent travail confirme les effets toxiques de I’emamectine benzoate apres 28
jours de traitement. Le poids corporel des rats traités par EB est significativement inférieurs a
celui du groupe témoin. Il est connu que les variations de poids corporel sont de bon
indicateurs pour la détection des produits chimiques potentiellement toxiques (Bailey et al.,
2004). Cette baisse de prise de poids peut étre attribuée a une diminution de l'apport
alimentaire ou a une dégradation accrue des lipides et des protéines en raison de la toxicité
liée au traitement (EI-Sheikh et Galal, 2015 ; El-Sayed et al., 2015).

De méme Luan, et al. (2017) ont eux aussi noté une réduction du poids chez les rats
traités par le chlorhydrate d’emamectine benzoate pendant trois semaine, et suggerent que la
perte de poids corporel chez les rats traités peut étre expliqué par une faible consommation

d’aliment.

L’emamectine benzoate, est un xénobiotique qui peut-étre absorbé par voie orale, cutanée
voir méme par inhalation, puis transformés par les enzymes du métabolisme des
xénobiotiques pour étre éliminés de I’organisme (Mushtaq et al., 1996) ou induire un stress

oxydant en formant des radicaux libres (EI-Demerdash et al., 2013).

Cependant, les molécules antioxydants comme les vitamines E ou a-tocophérol et C ou
acide ascorbique, semblent étre des plus importants et puissants antioxydants dans la lutte
contre le stress oxydant causé par les pesticides (Layachi, 2013).

Nos résultats montrent que la coadministration de la vitamine C aux rats a améliorer la
prise de poids chez les rats du lot EB + VitC. Ces résultats sont compatible avec les résultats
obtenu par (Al-Shinnawy et al. 2008 ;Mossa et al., 2014) qui ont constaté une augmentation
significative du poids corporel suite a une administration de la vitamine C. Celle-ci agit en
réduisant 1’accumulation des radicaux libres et permet de rétablir la consommation

quotidienne de nourriture (Al-Sarar et al. 2015).

De plus une baisse du poids absolu de la glande surrénale droite et gauche a été noté
chez les rats traités par I’emamectine benzoate, cependant la coadministration de la vitamine
C a rétablit cette différence. Des résultats similaires sont reportés chez les rats traités par une

dose de 20mg/Kg/jour pendant deux et quatorze semaine respectivement

Sur le plan histologique les glandes surrénales sont constituées de la cortico et de la

médullosurrénale. D'une part, la corticosurrénale est responsable de la production des

&
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minéralo-corticoides, des glucocorticoides et des sexocorticoides au sein de trois zones
glomérulée, fasciculée et réticulée. D'autre part, la médullo-surrénale participe a la production
des catécholamines, qu'assure en réalité I'ensemble du tissu chromaffine diffus dans

I'organisme (Wémeau et al. 2014).

Les coupes histologiques du parenchyme surrénalien du rat témoin ont montrés une
architecture normale du cortex et de la medulla surrénale (Planche 1). Chaque glande
surrénale est composée de deux parties distinctes: la partie externe appelée cortex surrénalien
et la médullosurrénale interne (M). Les cellules parenchymateuses du cortex surrénalien ont
révelé trois types différents d'arrangements: la zone glomérulée (ZG), la zone fasciculée (ZF)

et la zone réticulée (ZR).

Au fort grossissement, les cellules de la zone glomérulée sont regroupées en petits
amas irréguliers. En dessous de la zone glomérulée, il y a la zone fasciculée, qui constitue la
majeure partie du cortex surrénalien. Les cellules sont disposées en cordes perpendiculaires a
la capsule, avec des capillaires élargis et des fibroblastes entre elles. Leurs noyaux sont plus
gros, cytoplasme central et acidophile, vacuolé avec d'abondantes gouttelettes lipidiques
(Planche 1).

D’apres la planche 2 on constate que I’exposition des rats a un traitement subaigiie de

I’emamectine benzoate provoque une désorganisation architecturel histologique du cortex et
de la médullaire surrénalienne. L’aspect microscopique de la glande surrénale des animaux
traités par I’emamectine benzoate (EB) a montré une dissémination hétérogéne des noyaux
pycnotiques au niveau du cortex et une l'abondance de capillaires sanguins dilatés, une
congestion vasculaire au niveau de la medullaire.
Dans la zone fasciculée et réticulée, le cytoplasme semble étre largement vacuolé. Ces
cellules contiennent un grand nombre de gouttelettes lipidiques. Certaines études ont reports
que I’accumulation des lipides découle d’une hyperplasie des glandes surrénales (Cummins
et al. 2006, Miller et Bose 2011).

L’architecture tissulaire de la glande surrénale du rat traité par ’emamectine benzoate
et supplémenté par la vitamine C (planche 3), montre un parenchyme semblable a celui du rat
témoin. Les glandes surrénales du lot EB + VitC montrent que celles-ci ne présentent pas de
changements notables, I’architecture tissulaire est presque identique a celle des surrénales du

témoin sain avec néanmoins la présence de quelques lésions cellulaires.
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Donc une Co administration de la vitamine C avec I’emamectine benzoate diminue la toxicité

subaigiie de I’EB.
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CONCLUSION

Les pesticides sont largement utilisés en agriculture pour protéger les cultures des
différent ravageurs, mais ils ont un effet néfaste sur la santé¢ de I’lhomme et peuvent étre des
agents neurotoxique, immunotoxique, perturbateurs endocriniens reprotoxiques et

cancérigene.

A travers cette étude, nous avons recherché d’une part les effets toxiques de
I’emamectine benzoate, et d’autre part I’effet protecteur de la supplémentation de 1’acide

ascorbique sur I’histologie de la glande surrénale des rats males.

Il est a signalé que nous n’avons malheureusement pas pu atteindre la totalité de nos
objectifs a cause de la pandémie du COVID 19 qui se répand sur la planéete. La coloration
topographique « trichrome de Masson » permettant la mise en évidence du collagéne et
individualisé les travées de cellules ainsi que 1’étude immunohistochimique n’ont pas été
réaliser a savoir la sécrétion du cortisol hormone impliqué dans le phénoméne de stress

oxydatif.

A la lumiere des résultats obtenus, nous pouvons conclure que I’administration de
I’emamectine benzoate entraine des signes de toxicité a savoir une perte de poids corporel,
une variation du poids absolu des surrénales gauches et droite et une désorganisation tissulaire
et cellulaire du parenchyme surrénalien suite a une toxicité subaigiie chez le rat de souche
Wistar. En conclusion la vitamine C posséde des propriétés thérapeutiques qui peuvent

empécher les effets néfastes provoqué par I’emarmectine benzoate.

L’¢tude effectuée reste partielle, des études plus approfondis doivent étre reprise a fin
de mieux comprendre 1’effet protecteur de la supplémentation de la vitamine C sur la toxicité

induite par 1’exposition aux pesticides.

Pour cela, il nous incite donc a approfondir notre recherche et nous orienté vers les

perspectives suivant :

» Tester d’autres molécules antioxydantes impliquées pouvant restaurer 1’effet toxique
parmi celle-ci le sélénium, les vitamines E et A.
Comparer les résultats sur différents organes et systéme de 1’organisme.

> Etudier la toxicocinétique pour connaitre le devenir de ce xénobiotique dans

I’organisme.
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