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RESUME

La neurotoxicité de I’imidaclopride chez les especes non cibles fait 1’objet de plusieurs
travaux. Notre présent travail a comme objectif la recherche des altérations tissulaires au niveau
du cortex cérébral, cervelet et I’hippocampe des rats femelles de souche Wistar traitées pendant 29
jours a raison de 1/10 et 1/80 DL50 de MIDA ®. 15 rats femelles Wistar sont répartis en trois
groupes (n=5), le lot témoin administré de 1’eau distillé. Deux lots traités par I’imidaclopride a
1/10 DL50 (42,4 mg/kg/jr) et 1/80 DL50 (5,3 mg/kg/jr) par gavage par voie orale. Nous avons
suivis le comportement et la croissance pondérale. Apres 29 jours, les rats sont sacrifiés. Le

cerveau et cervelet sont prélevés et destinés a 1’étude histopathologique.

Nous avons remarqué la diminution de l’activité et de la voracité chez les rats
intoxiqués. Le suivie de I’évolution pondérale des rats témoins et traités par I’imidaclopride
montre des changements statistiques hautement significatifs du poids corporel par rapport au
début de I’expérimentation cependant 1’augmentation relative du poids corporel révele des
différences non significatives. En comparaison avec le témoin, I’examen histologique révele de
multiples 1ésions neurodégénératives qui s’accentuent avec la forte dose 1/10 DL50 de MIDA
® (42,4 mg/kg/jr). Comme, la présence d’halo périvasculaire, I’atypie et dégénérescence de
quelques neurones du cortex cérébral. La présence d’cedeme, d’hémorragie et de congestion
sanguine au niveau de ’hippocampe et du cervelet. L’élargissement et la désorganisation de la
couche de Purkinje avec nécrose de quelques neurones.

L’imidaclopride peut étre neurotoxique a I’échelle cellulaire et moléculaire et peut

affecter le fonctionnement du systéme nerveux central.

Mots clés : neurotoxicité, imidaclopride, rats Wistar femelles, cortex cérébral, cervelet,

hippocampe.



ABSTRACT

The imidacloprid’s neurotoxicity in non-target species is the subject of several studies.
In this context, our present work aims to search for tissue alterations in the cerebral cortex,
cerebellum and hippocampus of female Wistar rats treated for 29 days at 1/10 and 1/80 LD50
of MIDA ®.15 female Wistar rats are divided into three groups (n = 5), the control lot
administered with distilled water. Two batches treated with imidacloprid at 1/10 LD50 (42.4
mg / kg / day) and 1/80 LD50 (5.3 mg / kg / day) by oral gavage. We followed behavior and
weight growth. After 29 days, the rats are sacrificed. The brain and cerebellum are intended for

histopathological study.

We noticed the decrease in activity and voracity in the intoxicated rats. The relative increase
in body weight reveals non-significant differences. Monitoring of weight changes in control
and imidacloprid-treated rats shows highly significant statistical changes in body weight
compared to the start of the experiment however, the relative increase in body weight reveals
non-significant differences. Compared to the control, histological examination revealed
multiple neurodegenerative lesions that increased with the high dose 1/10 LD50 (42.4 mg / kg
/ day). Namely, presence of perivascular halo, atypia and degeneration of some neurons in the
cerebral cortex. The presence of edema, hemorrhage and blood congestion in the hippocampus
and cerebellum. Enlargement and disorganization of the Purkinje layer with necrosis of some

neurons.

Imidacloprid can be neurotoxic at the cellular and molecular level and can affect the nervous

central system function.

Key words: neurotoxicity, imidacloprid, female Wistar rats, cerebral cortex, cerebellum,

hippocampus.
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Glossaire

L’atrophie cellulaire : est la diminution de la masse fonctionnelle d’une cellule habituellement
liée a une diminution de son activité. Elle se traduit par une diminution du volume cellulaire en
rapport avec une diminution du nombre et de la taille des constituants normaux de la cellule

(College Francais des Pathologistes (CoPath) ,2012).

CAT : est présente principalement dans les peroxysomes, lysosomes et les mitochondries.
Neutralise le peroxyde d’hydrogene (H202) en eau et oxygene moléculaire. La CAT et la GPx
ayant des niveaux faibles dans le cerveau par rapport au niveau de SOD, ¢’est pourquoi un effort
oxydant créé par un taux élevé de métabolisme peut favoriser les maladies neurodégénératives

(Casetta et al., 2005).

Glutathion (GSH) : Le glutathion réduit est un tripeptide caractérisé par la présence d’un
groupement sulfidryle, ce dernier est responsable de la réduction des radicaux libres (Gardes-

Albert, et al., 2003),

Glutathion peroxydase (GPx) : C’est la deuxieme ligne de défense enzymatique, empéche la
formation des radicaux libres, chez les mammiferes. C’est une enzyme a sélénium présente dans
le cytosol et la mitochondrie. Elle peut réduire d’une part I’ H202 en H20 et d’autre part les
hydroperoxydes organiques(ROOH) en alcool (ROH) (Favier, 2003 ; Fontaine, 2007).

Inflammation : constitue la réponse des tissus vivants a l’agression. Les quatre signes
cardinaux : rougeur, chaleur, cedeme et douleur démontrent la mobilisation des défenses de

I’hote (larck RSB et al., 1994).

Maladie de Parkinson : maladie neurodégénérative qui résulte de la mort lente et progressive

des neurones d’une zone du cerveau qui joue un rdle important dans le contrdle de nos



mouvements. C’est pourquoi les personnes atteintes font peu a peu des gestes rigides, saccadés

et incontrolables (Defebvre et Vérin, 2006 ; Verkhratsky & Butt, 2007).

Maladie d’Alzheimer : La maladie d’Alzheimer est une affection neurodégénérative qui
entraine un dommage progressif définitif et irréversible des cellules nerveuses, qui commence
par la perte de mémoire des événements récents puis la perte des fonctions cognitives (aphasie,

apraxie, agnosie) (Kelley, 2011 ; Wang et al., 2016 ; Bonda et al., 2015).

Nécrose cellulaire : est une forme de mort cellulaire et s’oppose en de nombreux points a

I’apoptose.

La nécrose cellulaire désigne les modifications morphologiques irréversibles coincidant avec
la mort cellulaire. Ces modifications touchent aussi bien le noyau que le cytoplasme. (College

Francais des Pathologistes (CoPath) ,2012).

Neurotoxicité est un changement structural ou une altération fonctionnelle du systéme nerveux,
qui trouve son origine dans 1’exposition des agents biologique, physique ou chimique (Philbert

etal., 2000 ; Bear et al., 2016).

Neurotransmetteurs sont des substances chimiques libérées par un neurone au niveau d’une
synapse qui modifie de maniere spécifique I’activité d’une autre cellule. Ils sont diffusent vers
la région post-synaptique pour activer leurs récepteurs puis sont rapidement éliminés

(Guénard, 2001).

Superoxyde dismutase (SOD) Est la premiere ligne de défense enzymatique, catalyse la
conversion de I’anion superoxyde (0O2-°) produit par la chaine respiratoire mitochondrial en
peroxyde d’hydrogene (H202), Chez les mammiferes en trouve la SOD cytoplasmique (Cu-
Zn-SOD), la SOD mitochondrial (MnSOD) (Badary et al., 2003).
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INTRODUCTION

Bien que D’application des insecticides vise principalement les insectes ravageurs
agricoles, un grand nombre de ses composés et métabolites peuvent toucher des organismes
non-ciblés (Mustard et al., 2020). Et peuvent entrainer des intoxications et des problemes de
santé humaine et animale les plus graves (Gamet et Lukowicz, 2017; Girard et al, 2020). En
effet, la gravité de l'intoxication dépend de la toxicité du produit en cause, du mode de
pénétration, de la dose absorbée, de la physiologie et de 1'age du sujet (De Miguel-Bouzas et
al., 2012). Malheureusement, le grand public est treés peu informé des risques, sur la santé et

I’environnement, des insecticides autorisé€s pour l'utilisation domestique et en milieu agricole.

L'imidaclopride (MIDA®) a rapidement gagné la popularité comme premier néonicotinoide
le plus commercialisé. Sa relation avec l'agriculture est liée a la protection des grandes
cultures contre une gamme d'insectes ravageurs perceurs et suceurs. Cependant, les
applications de I’imidaclopride (pulvérisation foliaire, traitement de sol et des semences,
médecine vétérinaire) sont devenues étroitement liées aux impacts négatifs sur les
écosystemes, y compris la mort d'insectes a grande valeur économique, les pollinisateurs, les

fournisseurs de miel et les antiparasitaire (Motaung, 2020).

L’utilisation intensive de MIDA se traduit inévitablement par une détection fréquente dans
I’environnement (Morrissey et al., 2015 ; Xiong et al.,2019), I’alimentation (Lu et al.,2018 ;
Mitchell et al., 2017) et dans les organismes non cibles (Byholm et al.,2018).

L’exposition aigué¢ a l'imidaclopride entraine des effets oxydatifs et inflammatoires au
niveau du foie et du systéme nerveux central des rats (Duzguner et Erdogan, 2010 ; Ahmed
et Nasr., 2015). En plus du déséquilibre antioxydant, l'apoptose, la fragmentation de I'ADN et
des changements morphologiques dans le systeme reproducteur des rats males en
développement (Bal et al., 2012). L'exposition chronique a l'imidaclopride cause des déficits
neurocomportementaux et de développement chez les petits rats suite a une exposition dans
I’utérus (Donia et al., 2008). Plusieurs études expérimentales soulignent 1’effet neurotoxique
et histopathologique au niveau cérébral (El-Gendy, 2010 ; Vohra et Khera, 2014 ; Lonare
et al., 2014 ; Kishandar, 2013 ; Farag et al., 2019).

Les travaux de Yan et al. (2020) viennent confirmer 1’implication du stress oxydatif dans
le mode d’action des néonicotinoides, chez les mammiferes, sur le métabolisme des acides
aminés a travers la libération des especes réactives de 1'oxygene (ROS), le déséquilibre de la
balance antioxydants /radicaux libres provoquant ainsi une peroxydation des lipides

cellulaires et une perturbation de I’acide désoxyribonucléique (ADN) et par conséquence,



I’apparition des dégats irréversibles pour la survie cellulaire (Annabi et al., 2019). Face a ces
composants toxiques, le corps développe des systemes de défense par la libération des
antioxydants qui empéchent les radicaux libres d’atteindre leurs cibles et de les endommager
(Desmier, 2016). Cependant, chaque individu ne posséde pas le méme potentiel antioxydant.
Celui-ci est en fonction du mode de vie, des caractéristiques génétiques mais également de

l'environnement.

Il est difficile d’estimer les risques sanitaires de 1’exposition alimentaire aux
néonicotinoide, notamment en raison d’un manque de connaissances sur les -effets
neurologiques et endocriniens qui peuvent présenter des risques sérieux pour la reproduction
et le développement avec des conséquences a long terme a 1'dge adulte. Ces incertitudes
viennent mettre en évidence le besoin de poursuivre des études pour mieux documenter les
risques sanitaires liés a 1’exposition cumulée a MIDA®, et ce, principalement pour le systéme

nerveux central des groupes a risque comme les jeunes enfants et les femmes enceintes.

Dans le but d’appuyer sur la neurotoxicité de I’imidaclopride au niveau du systeme nerveux
centrale (SNC) des mammiferes, nous nous sommes proposé¢ de rechercher les lésions
tissulaires au niveau du cerveau et du cervelet des rattes Wistar traitées pendant 29 jours a

raison de 1/10 et 1/80 DL50 de MIDA®.

Notre travail comporte trois chapitres. Dans le premier, nous rapportons des rappels
bibliographiques sur I’imidaclopride, le stress oxydatif la neurotoxicité et des généralités sur
le SNC. Nous décrivons le matériel et les techniques utilisés dans le deuxieéme chapitre. Les
résultats obtenus sont rapportés et discutés dans le troisieme chapitre. A la fin, une conclusion

et des perspectives sont présentées.



Chapitre 1 Rappels bibliographiques

I.1. GENERALITES SUR LA TOXICITE DES INSECTICDES
NEONICOTINOIDES

Les récepteurs nicotiniques de l'acétylcholine sont les principaux récepteurs des
neurotransmetteurs excitateurs (Millar et Denholm, 2007), leur grande abondance dans le
systeme nerveux central des insectes a conduit a la mise au point d'insecticides néonicotinoides
(Tomizawa et Casida, 2002; Liu et al., 2008; Jeschke et al., 2011). Sept substances
néonicotinoides ont été exploitées depuis leur introduction sur le marché comme insecticides
systémiques a large spectre et médicaments vétérinaires: I’imidaclopride, la clothianidine, le
dinotéfurane, le nitenpyrame, le thiaclopride, le thiaméthoxame et 1’acetamipride (Figure 1)

(Wang et al., 2018).
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Figure 1 : Structures chimiques de certains insecticides néonicotinoides
les plus utilisés (Wang et al., 2018)

1.1.1 Mode d’action des insecticides néonicotinoides
e Action des néonicotinoides chez les insectes

Les insecticides néonicotinoides sont neurotoxiques qui ciblent sélectivement les récepteurs
post-synaptique a I’acétylcholine (nAChR) (Seifert et al., 2005). Et interferent principalement
les canaux ioniques et I’acetylcholine estérase (AChE) en empéchant la transmission de I’influx
nerveux (Kanthasamy et al., 2012) (Figure2).
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L’imidaclopride joue un role d’inhibiteur irréversible sur I’ AChE laissant une concentration
élevée de I’ ACh dans la fente synaptique et favorisant une sensibilisation continue des nAChR
(Ware et Whitacre, 2004). L’activation soutenue des récepteurs résulte de 1’incapacité de
I’ AChE a dégrader I’insecticide (Matsuda et Sattelle, 2005). Suivi par 1I’échec du neurone a
propager tout type de signal dont le blocage induit la paralysie et la mort de I’insecte (Sheets,
2001), suite a une série de troubles tels qu’incoordination, paralysie, perte d’orientation et de

thermorégulation (Gomez., 2013 et Garcia et al., 2018).

Plusieurs études confirment des effets déléteres des néonicotinoides pour les pollinisateurs,
en particulier chez 1’abeille domestique Apis mellifera (Laycock et al.,2012), en réduisant les
capacités cognitives, modifier les modeles de vol, réduire 1'endurance de vol et généralement
réduire la capacité de polliniser (Blacquiere et al., 2012). Les effets sur les pollinisateurs
peuvent avoir un effet secondaire significatif en réduisant les autres populations d'insectes et
d'oiseaux en raison de la réduction des plantes produites apres la pollinisation (Blacquiere et

al., 2012 et Simon-Delso et al., 2015).
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Figure 2 : Représentation schématique d’une synapse cholinergique avec les cibles principales
des néonicotinoides (Modifié d’apres Raymond-Delpech et al., 2005)
ACh : acétylcholine ; AChE : acétylcholinestérase ; nAChR : récepteur cholinergique de type

nicotinique ; Na : canal sodium.
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1.1.2 Action des néonicotinoides chez les espéces non cibles

Les récepteurs nicotiniques des mammiferes sont composés d’un certain nombre de sous-
unités. Contrairement aux insectes, ces récepteurs sont présents aux jonctions neuromusculaires
ainsi que dans le systeme nerveux central (Sheets, 2001). La sélectivité de la cible a été
confirmé par I'inhibition sélective de la neurotransmission pour les deux nAChR d'insecte, et la
liaison a haute et faible affinité a nAChR pour les insectes et les mammiferes, respectivement
(Casida, 2018 ; Matsuda et al., 2001). Cela semble étre vrai pour d’autres vertébrés, y compris

les oiseaux (Matsuda et al., 1998 et Tomizawa et Casida, 2011).

Les néonicotinoides ont des effets négatifs sur la physiologie et la survie pour un large
éventail d’invertébrées terrestres, aquatiques et marines non-cibles (Pisa et al., 2015).
L’intoxication des mammiferes par ces insecticides a des effets néfastes sur le systeéme
immunitaire et endocrinien, sur le développement et la cancérogénese (Samuel, 2001). Les
effets sur la reproduction ont été prouvés chez plusieurs animaux. L’étude de Robitaille, (2014)
a rapporté une augmentation de la testostérone chez des humains exposés aux néonicotinoides

dans un milieu agricole.

I. 2. GENERALITES SUR L’IMIDACLOPRIDE

Imidaclopride, 1-(6 — chloro-3 pyridylmethyl) - N -nitroimidazolidine -2-ylideneamine) est
un néonicotinoide qui appartient a la famille chimique, nitrochloronicotinyl (Kumar et al.,
2013). Cet insecticide est congu pour étre efficace par contact dermique ou par ingestion
(Tomlin, 2006). C’est un insecticide systémique qui se déplace rapidement dans les tissus

végétaux a travers la seve (Fossen, 2006)

1.2.1. Métabolisme de I’imidaclopride

D’aprées Santé Canada, (2016), les données collectives sur le métabolisme de
I’imidaclopride (MIDA) chez les mammiferes indiquent deux grandes voies de
biotransformation. La premiere voie consiste en une hydroxylation du cycle imidazolidine par
le CYP3A4, qui mene a la formation des métabolites 4-hydroxy et 5-hydroxy. Ces métabolites
peuvent former du dihydroxy-imidaclopride, subir une glucuronidation ou perdre de I’eau pour

former le métabolite oléfinique.
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Le clivage oxydatif du métabolite 5-hydroxy produit de I’acide 6-chloronicotinique. La
deuxieéme voie consiste en une nitroréduction par les enzymes P450 microsomales ou par
I’alternative oxydase, qui produit de la nitrosimine, des dérivés d’amino-guanidine et du
desnitro-imidaclopride. Le desnitro-imidaclopride subit un clivage oxydatif qui le transforme
en imidazolidine et en acide 6-chloronicotinique. L’acide 6-chloronicotinique issu des deux
voies de transformation subit par la suite une conjugaison au glutathion. La variation
individuelle des isoenzymes du cytochrome450 impliquées dans le métabolisme oxydatif de
I’imidaclopride peut contribuer a une toxicité variable (Tomizawa et Casida ,2005).

Pour les végétaux, certains métabolites et composés synthétiques analogues a
I’imidaclopride (Figure 3) semblent influencer considérablement les processus biochimiques
des plantes et refletent ainsi le potentiel de I'imidaclopride a sélectionner des caracteres

importants pour protéger les plantes contre les stress environnementaux (Motaung, 2020).
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Figure 3 : A. Une combinaison de métabolites de I'imidaclopride détectée dans différentes
plantes cultivées
B. Similitudes structurelles entre I'imidaclopride, la nicotine et les composés couramment utilisé

comme inhibiteur des poly (ADP-ribose) polymérases (Motaung , 2020)
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1.2.2. Acteurs anciens et émergents de la résistance des insectes a I’imidaclopride

Les insectes ravageurs sont devenus notoirement résistants vers plusieurs classes
d'insecticides, y compris les néonicotinoides (Hawkins et al., 2019). Cela a conduit a des appels
a un strict respect des directives d’utilisation correcte pour gérer les risques de résistance
(Jeschke et al., 2011). L'expression de mécanismes de résistance €élaborés, notamment la
résistance métabolique et la résistance du site cible sont des voies courantes qui y menent
(Motaung, 2020). La résistance métabolique entraine une surexpression des enzymes
métaboliques tandis que la résistance c6té cible implique l'introduction de mutations
ponctuelles dans les sous-unités nAChR (Bass et Field, 2018). Le succes de certains des
insectes ravageurs agricole les plus nuisant, peut étre attribuée a un potentiel accru de vaincre
la toxicité néonique (Bass et al., 2015). La réduction des niveaux d'expression des sous-unités
al et Bl de nAChR provoquent une résistance a limidaclopride chez certaines especes
d'insectes (Chen et al., 2017 ; Qu et al., 2016 ; Wang et al., 2018).

Souvent, les processus de résistances sont étudiés indépendamment bien qu'ils puissent avoir
un effet additif ou alternatif dans la nature. De plus, des mécanismes moins fréquemment
rapportés peuvent émerger comme des acteurs de la résistance néonique (Motaung, 2020). Les
ATP transporteurs et reliure de cassettes (ABC), qui font partie d'une superfamille de protéines
membranaires intégrales qui hydrolysent I'ATP en molécules navettes a travers les membranes
lipidiques, sont récemment apparues comme importantes dans la résistance a l'imidaclopride
(Motaung, 2020). Dans deux rapports indépendants, un groupe de recherche a identifié¢ un
certain nombre de protéines ABC qui s'exprime différemment en réponse et induit une

résistance a l'imidaclopride (He et al., 2019 et Tian et al., 2017).

1.2.3. Toxicité de I’'imidaclopride
L’imidaclopride peut présenter des risques de toxicité soit en raison de ses propriétés physico-
chimiques (Tableau I voir annexe 1) soit en raison de la réactivité chimique de ses métabolites

vis-a-vis de I’environnement et des organismes.
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1.2.3.1. Toxicité environnementale

Les principales voies de dissipation de l’imidaclopride dans I’environnement sont la
photolyse en milieux aqueux, la dégradation microbienne (Fritz et Hellpointer, 1991)
L’abondance de végétation augmente considérablement son taux d’absorption et de dégradation
dans le sol (Scholz, 1992). L.’imidaclopride est rapidement photodégradée dans I’eau avec une
demi-vie de 4 heures (Anderson, 1991) par rapport au sol avec une demi-vie de 171 jours. Il
est stable a I’hydrolyse a un pH normal, tandis qu’il est lentement hydrolysé dans les solutions
alcalines stériles (Yoshida, 1990). L ’insecticide est modérément mobile dans le sol et engendre
une contamination des eaux de surface par le ruissellement (MAPAQ et al., 2012). L’utilisation
intensive et croissante des insecticides néonicotinoides a fait la manchette plusieurs fois au
cours des dernieres années. Des données ont récemment été compilées par Craddock et al.
(2019) sur les tendances temporelles de la présence de 7 néonicotinoides dans les aliments et la
contamination de 1’eau aux Etats-Unis. Ces insecticides sont principalement détectés dans les
fruits et Iégumes et parce qu’ils se distribuent dans tout I’aliment, et qu’il est presque impossible

de les éliminer par le lavage ou le pelage.

1.2.3.2. Toxicité chez les espéces aquatiques

Ozdemir et al. (2018) ont exposé des poissons « Carpe commune » a 140 mg/1 et 280 mg/1
de I’'imidaclopride pendant 24h, 48h, 72h, 96h. Ces résultats, indiquent que la toxicité aigiie
cause des lésions histopathologiques graves, une inflammation, une dégénérescence des
hépatocytes, une nécrose et un stress oxydatif avec I’activation de (8-OHDG), (iNOS) et le

facteur de nécrose tumorale-o (TNF-a) dans le foie des poissons.

De jeunes vairons rares chinois Gobiocypris rarus ont été exposés a différentes doses
d’insecticides néonicotinoides. Les résultats sur le stress oxydatif et les dommages de I’ADN
ont démontré que 1’imidaclopride et le nitenpyram pouvaient avoir des effets néfastes sur ces

especes aquatiques (Tian et al., 2018 et Tian et al., 2020).
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1.2.3.3. Toxicité chez ’homme

Les métabolites de I’'imidaclopride présentent une grande toxicité pour les mammiferes par
rapport a I’'imidaclopride lui-méme (Wong et al., 2019). L’insecticide est tres faible toxique
par voie cutanée (Wismer, 2004) et modérément toxique s’il est ingéré ; 1’inhalation de
poussiere est considérée comme 1égerement toxique, mais la forme d’aérosol est tres toxique
avec dose 1étale 50 (DL50) par inhalation est de 0,05 mg/L. (Kumar et al., 2013). Des rapports
d’intoxication humaine avec MIDA décrits des signes de toxicité tels que somnolence,
étourdissements, vomissements, désorientation et fievre (Wu et al., 2001 ; Agarwal et
Srinivas, 2007 ; Shadnia et Moghaddam, 2008). En plus de 1I’augmentation du rythme
cardiaque et respiratoire, la transpiration et le déces 12h apres I’ingestion de produit contenant

9,6% imidaclopride (Huang et al., 2006).

1.2.3.4. Toxicité chez les animaux

Des centaines d’études de la toxicité expérimentale ont mis en évidence les effets néfastes
des doses sub-létales de 1’imidaclopride au niveau de plusieurs organes. de sorte qu’il s’est
avéré étre un agent puissant de I’hépatotoxicité (Hassan et al .,2019 ; El-Halwagy et al .,2018 ;
Nasr et al., 2019), la néphrotoxicité (Arafat et al ., 2014, Hassan et al .,2019 ), et de la

pneumotoxicité (Saadi et al., 2019).

L’exposition des modeles animaux a I’imidaclopride entraine des altérations morpho-
fonctionnelles doses -dépendantes qui se manifestent par une augmentation de 1’activité
enzymatique hépatique (transaminase, phosphatase alcaline, lactate déshydrogénase) (Arkam,
2019 ; Nasr et al., 2019), des parametre biochimiques rénaux (créatinimie et urémie) (Arkam,
2019; Hassan et al., 2019). la perturbation des parametres hématologiques (la formule de
numération sanguine, la protéine réactive C et la vitesse de sédimentation) (Saadi et al., 2019)
et diminution de I’activité acétylcholinestérase (AChE) dans le cerveau (Vohra et Khera,

2015) et le plasma (Bhardwaj et al., 2010 ; Vohra et Khera, 2015).
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Au niveau tissulaires, la toxicité a I’imidaclopride est révélé par la présence de 1€sions histo-
pathologiques caractéristiques de I’inflammation comme la congestion sanguine, la diapédese
leucocytaire et la fibrose (Duzguner et Erdogan 2012; Harmandeep et al., (2013) et Arkam,
2019) et des altérations ultrastructurales des hépatocytes marquées par des changements
graisseux, des noyaux gonflés, une chromatine perturbée, une taille et une forme variées des

mitochondries et du réticulum endoplasmique rugueux. (Soujanya et al., 2013).

L'imidaclopride peut également agir comme un perturbateur physiologique (Abou-Dounia
etal., 2008; Gu et al.,2013; Cimino et al.,2017 ; Mesnage et al.,2018) et endocrinien (EDC) ;
affecte le fonctionnement de la thyroide (Nicole-Mirr, 2011 ; Saadi et al., 2014), des ovaires
(Nabiuni et al., (2015) et des testicules par I’augmentation du stress oxydatif testiculaire et
réduit les concentrations de la testostérone, I'hormone lutéinisante LH et 'hormones folliculo-
stimulantes (FSH). (Tetsatsi et al., 2019). MIDA peut perturber 'homéostasie métabolique et
la stéroidogenese en inhibant les activités enzymatiques du cytochrome P450 (CYP) (Bhaskar

et al., 2014 et Mikolic et Karaconj, 2018).

Des effets néfastes de 1'imidaclopride sur la capacité de reproduction a la fois chez les
animaux parents ainsi que sur le développement de la progéniture. (Nabiuni et al., 2015 ;

Mikolic et Karaconj, 2018 ; Tetsatsi et al ., 2019).

Plusieurs études ont révélé que 1’imidaclopride contribue a I'obésité, potentialise
I’adipogenese dans les 3T3-L1 adipocytes, augmente 1’adiposité riche en matiere grasse et
induit une insulino-résistance dans les myotubes. L’insulino-résistance observée chez les souris
C57BL/6 males n’a pas été confirmée chez les femelles, ce qui s’explique par des différences

potentielles entre les deux sexes (Park et al., 2013 ; Kim et al., 2013).

Des données ont révélé que l'imidaclopride est immuno-toxique provoquait des effets
indésirables dépendant de 1'age sur I'immunité en développement, qui étaient aggravés lorsque
I'exposition se poursuivait tout au long du développement, conduisant a un systeéme immunitaire

affaibli (Gawade et al., 2013).
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1.2.4. Stress oxydatif induit par I’imidaclopride

a- Stress oxydatif

Le stress oxydatif est défini comme une agression biologique complexe des cellules due a
une insuffisance en apport d’antioxydants suite a un exces des radicaux libres (Favier, 2006)
(Figure 4) ou bien un déséquilibre entre la production des especes réactives de I’oxygene /

azote (ERO) et la capacité antioxydante cellulaire (Migdal et Serres, 2011).

b- Mécanisme d’action

Les pesticides peuvent induire un stress oxydatif conduisant a générer des radicaux libres et
a alterner le systeme enzymatique antioxydant ou anti-radicalaire (El Gendy et al., 2010). le
stress oxydatif induit par les néonicotinoides (figure 5) a un role important dans la stimulation
de I'apoptose et les voies de signalisation cellulaire (Kusuyama et al., 2015 ; Wang et al.,

2018).

Etant donné que I’'imidaclopride est un membre de la famille des néonicotinoides, il peut
induire un stress oxydatif conduisant a la génération des radicaux libres : especes réactives de
I’oxygene (ROS) ou des especes réactives oxygénées et azotées (RNS) et aux effets toxiques
cellulaires associés (Duzguner et Erdogan, 2012 ; El-Gendy et al., 2010 ; Yan et al., 2015 ;
Nemmiche, 2017). Une génération accrue de ROS et de RNS ainsi qu'une altération du statut
antioxydant, peuvent induire une oxydation des lipides, des protéines, des glucides et de 1’acide
désoxyribonucléique (ADN), entrainant diverses toxicités et apoptose via les voies ERK, p38,
AKT, Ca2 + et CAR/PXR (Wang et al., 2018). La protéine kinase activée par les mitogenes
p38 (MAPK) est phosphorylée en réponse au stress oxydatif, qui pourrait bloquer la
prolifération ou favoriser l'apoptose (Ballard et al., 2008 ; Watanabe et al., 2015).

La peroxydation de lipides fournit ainsi une grande variété de produits, dont certains peuvent
réagir avec les protéines et I’ADN et induire des dommages de I’ADN. Parmi les produits
formés lors de la peroxydation lipidique, I’isoprostane, le malonyldialdéhyde (MDA) et le 4-
hydroxynonénal (4-HNE) ont été étudiés comme marqueur de la peroxydation lipidique
(Favier, 2003). La lipoperoxydation des membranes va altérer leur fonctionnalité (modification
de leur perméabilité, de leur fluidité, perte d’activité d’enzymes, de récepteurs...) (Cillard et

Cillard, 2006).
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Figure 4 : Mode d'action induit par le stress oxydatif provoqué par les
(Wang et al., 2018).

c- Induction du stress oxydatif par I’imidaclopride

Les travaux de Kapoor-Upsana et al. (2010) ont étudié chez les rats

néonicotinoides

femelles 1’effet de la

dose sans effet observé (NOEL) de MIDA sur le stress oxydatif et la peroxydation des lipides.

L'imidaclopride a 5 et 10 mg / kg / jour n'a pas produit de changements dans les activités de la

superoxyde dismutase (SOD), de la catalase (CAT), de la glutathion peroxydase (GPx) et de la

teneur réduite de glutathion (GSH) et de et la peroxydation lipidique (LPO) dans le foie, le

cerveau et les reins. Cependant, 20 mg / kg / jour a produit des changements significatifs de

SOD, CAT, GPx, GSH, LPO dans le foie ; SOD, CAT et GPx dans le cerveau et LPO dans le

rein.
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Par conséquent, il est conclu que 1'imidaclopride n'a pas généré de stress oxydatif a 5 et 10 mg
/ kg / jour mais induit des changements a 20 mg / kg / jour. Par conséquent, 10 mg / kg / jour
peuvent étre considérés comme NOEL par le biais d'enzymes antioxydantes et de LPO chez les

rats femelles.

Les travaux de Shao et al. (2020) et Nasr et al. (2019) démontrent que 1’administration de
I’imidaclopride a des animaux de laboratoire engendre une hépatotoxicité qui se manifeste par
une inflammation, un stress oxydatif hépatique et une apoptose conduisant a la mort des
hépatocytes suite a 1’altération du systeme antioxydant. D’apres les études réalisés par
Duzguner et Erdogen (2010) et Soujanya et al., (2013) chez les rats, I'hépatotoxicité peut étre
attribuée aux ROS induites par Iimidaclopride, témoignée par une concentration
significativement réduite de GSH de dans le tissu hépatique. Selon les mémes auteurs, la
génération de radicaux libres qui ont induit un stress oxydatif aprés un traitement a
lI'imidaclopride est attribuée a l'utilisation directe du GSH en tant qu'antioxydant pour
neutraliser et mettre fin a la nocivité des radicaux libres ce qui entraine 1'épuisement du GSH

pendant le stress oxydatif.

Les travaux récents de Yan et al., (2020) approfondissent la compréhension des effets
toxicologiques des néonicotinoides sur le stress oxydant chez les mammiferes. Dans cette étude,
les effets toxiques de trois insecticides (dinotéfurane, nitenpyram et acétamipride) ont été
évalués chez des souris ICR. Apres 30 jours d'exposition aux néonicotinoides (1/200 DL50).
Tous les groupes de traitement ont montré des signes de troubles du métabolisme des acides
aminés, en particulier des acides aminés a chaine ramifiée élevés et de la phénylalanine. De
plus, les animaux traités aux néonicotinoides avaient des taux de lipides élevés, ce qui induisait
un stress oxydatif. Cette recherche confirme que 1'accumulation de lipides induite par un trouble
du métabolisme des acides aminés peut €tre la cause du stress oxydatif. Et que ce dernier est un

effet toxique courant de 1'exposition a I’imidaclopride.

Une autre étude récente de Tian et al., (2020) cherche les effets des insecticides
néonicotinoides sur les marqueurs biologiques du stress oxydatif et les dommages de I'ADN,
chez les poissons. De jeunes vairons rares chinois (Gobiocypris rarus) ont été exposés a 0,1, 0,5
ou 2,0 mg / L d'insecticides néonicotinoides (imidaclopride, nitenpyram et dinotéfurane)
pendant 60 jours. Les résultats confirment la perturbation des taux d’expression des ARNm et
des parametres du stress oxydatif ce qui confirme les effets néfastes des néonicotinoides chez

le poisson Gobiocypris rarus.
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d- Atténuation du stress oxydatif dii a I’'imidaclopride par supplémentassions d’antioxydants

Le role potentiel du stress oxydatif suggere que la supplémentation en antioxydants peut

atténuer la toxicité induite par 1'imidaclopride (Abd-El-Ghaney, 2002).

La vitamine C en tant qu'agent antioxydant joue un role primordial dans la neutralisation des
radicaux et peut agir a la fois a l'intérieur et a I'extérieur des cellules pour lutter contre les
dommages cellulaires. Les radicaux libres chercheront un électron pour retrouver leur
stabilité ; la vitamine C est une excellente source d'électrons et, par conséquent, elle peut donner
des électrons a des radicaux libres tels que les radicaux hydroxyle et superoxyde et éteindre leur
réactivité (Bindhumol et al., 2003) . D’apres El-Gendy et al. (2010) et Soujanya et al. (2013),
la supplémentation en vitamine C chez les souris recevant de I’'imidaclopride peut apporter une
protection modérée contre la toxicité et le stress oxydatif hépatique induits par
I’insecticide. L'effet protecteur du prétraitement a la vitamine C est meilleur que le post
traitement. Cette protection est révélée par I’amélioration des parametres hépatiques, de 1'histo-
architecture du foie et la diminution de la LPO et en corrigeant le systtme de défense

antioxydant dans le foie avec le rétablissement des taux de GSH a la normale.

D’apres Lonare et al. (2016), les effets toxiques sur la reproduction masculine induits par
I’imidaclopride pourraient étre améliorés par une co-administration orale de I’anti oxydant la
curcumine (100 mg / kg de poids corporel). Dans cette étude, les indicateurs de stress oxydatif
ont été estimés dans les testicules et plasma chez les rats suite a une exposition a I’imidaclopride
pendant 28 jours (45 et 90 mg / kg). Les parametres de toxicité pour la reproduction, les
indicateurs de stress oxydatif et les changements histopathologiques ont ét¢ minimisés et des
restaurations fonctionnelles des testicules ont été remarquées. Ces résultats révelent une
augmentation significative de la LPO et une diminution significative du niveau de GSH ainsi
qu'une diminution des activités de CAT, SOD, GPx et GST (gamma-glutamyl transpeptidase).

De méme, et selon I’expérimentation décrite ci-dessus, la co-administration de la curcumine
(curcuma) avec le traitement a 1’imidaclopride chez les rats Wistar, a restauré le niveau des
marqueurs biochimiques de la neurotoxicité et du systeme antioxydant au niveau du cerveau
avec une diminution de la LPO et a minimisé les Iésions histologique au niveau du parenchyme

cérébrale induites par I'imidaclopride (Lonare et al., 2014).
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Selon 1I’étude réalisée par Farag et al., (2019), 1'utilisation de I’antioxydant le Gingembre peut
atténuer la toxicité cérébrale induite par I’exposition orale des rats a 0.1 ml de 1I’imidaclopride
pendant 90 jours. L'extrait aqueux de Zingiber officinale Roscoe réussi a moduler 1'effet
neurotoxique et des changements dans 1’architecture du cerveau surtout lorsque le gingembre

est administrés simultanément avec MIDA.
I.2.5. Neurotoxicité et insecticides chimiques
a- Neurotoxicité

La neurotoxicité est définie comme un changement histopathologique ou une altération
fonctionnelle du systeme nerveux, qui trouve son origine dans 1’exposition aux agents

biologiques, physiques ou chimiques (Philbert et al., 2000 ; Bear et al., 2016).

b- Cible et conséquences principales

Malgré que la barriere hémato-encéphalique des vertébrés empéche 1’acces de
I’imidaclopride au SNC, réduisant ainsi sa neurotoxicité (Sheets, 2001) ; les néonicotinoides
touchent principalement le cerveau par une hyperstimulation des récepteurs cholinergiques qui
mene a une induction enzymatique chronique des cytochromes P450 (Kimura et al., 2012 ;

Nawaz et al., 2015 ; EFSA, 2016).

Plusieurs études suggerent que 1’exposition professionnelle aux pesticides, dont les
néonicotinoides, est associée a une diminution progressive des  capacités
neurocomportementales (Stephens et al., 1995) et a [Iapparition de troubles
neuropsychologiques tels que difficultés de concentration, troubles de la mémoire ou anxiété

(Baldi et al., 2001 ; Van Wandel de Jood et al., 2001).

Plusieurs chercheurs ont constaté que 1’imidaclopride exerce des effets toxiques dans le
cerveau des mammiferes en activant et modulant 04p2 (Ping et al., 2011) le sous-type le plus
proéminent des nAchRs, et I’altération de la densité du 042 a été liée a plusieurs troubles dans
le systeme nerveux central, y compris la maladie d’ Alzheimer, la maladie de Parkinson et la

dépression (Chen et al., 2014).

L’exposition au insecticides néonicotinoides lors du stade de développement réduit le
nombre des cellules nerveuses, ce qui contribue a des déficits neurocomportementaux et
engendre un changement transcriptionnel des genes du cycle cellulaire et favorise 1’apoptose

neuronal (Hung et al., 2005).
De plus, la mise en évidence post mortem de taux élevés de pesticides dans des structures
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cérébrales (Priyadarshi et al., 2000; Ritz et Yu, 2000; Priyadarshi et al., 2001; Baldi et al.,
2003; Ascherio et al., 2006; Elbaz et Tranchant, 2007).

I. 3. GENERALITES SUR LE SYSTEME NERVEUX CENTRALE

Le systeme nerveux central (SNC) recoit les informations et integre pour élaborer une
réponse. Il est impliqué dans les fonctions les plus complexes du systeéme nerveux, comme
I’apprentissage mais aussi dans les aspects les plus élémentaires comme les réflexes
(Berzowski et al,. 2016). Le SNC se compose de 1’encéphale et de la moelle épiniere.
L’encéphale est lui-méme étre divisé en cerveau (télencéphale et diencéphale), qui correspond

a la partie antérieur, le cervelet (métencéphale dorsal) et tronc cérébral (mésencéphale,

métencéphale ventral, myélencéphale) qui est en continuité avec la moelle épiniere (Tachdjian

etal., 2016) (Figure 5).

Figure 5 : Vues ventrale (A) et dorsale (B) d’un encéphale de rat (Deviers, 2013)

(A), (B) : Bo : bulbe olfactif, Cerv : cervelet, CO : chiasma optique, Coll : colliculus, Lobe piri : lobe
piriforme, Mo All : moelle allongée, MS : moelle spinale, Pcer : pédoncule cérébral, pyra : pyramide,
ToL : tractus olfactif, T opt : tractus optique, Trig olf : trigone olfactif, *: récessus infundibulaire du III°
ventricule.

I.3.1. Organisation anatomique de ’encéphale

» Le Cerveau : Appelé aussi cerveau antérieur, il est le siege de la régulation de toutes
les fonctions vitales et assure les fonctions motrices et cognitives (Ben Amar et Leonard,

2009). 11 est subdivisé en :

# Télencéphale : il correspond aux deux hémispheres cérébraux droit et gauche. Sa surface
externe est constituée d’une substance grise formée de neurone amyélinisés Cette couche

superficielle est appelée le cortex cérébral.
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# Diencéphale : Cette partie du cerveau est recouverte en presque totalité par les deux
hémispheres cérébraux. Elle est repartie principalement en thalamus et hypothalamus (Purves
et al., 2005).

» Tronc cérébral : On appelle collectivement tronc cérébral 1’ensemble formé par le
bulbe rachidien, le pont et le mésencéphale ventral. Il est impliqué dans une multitude de
fonctions parmi lesquelles, le contréle du rythme cardiaque, de la pression artérielle et de la
respiration (Crossman, 2004).

» Le cervelet : il occupe la majeure partie de la fosse cérébrale postérieure en se plagant
en arriere du tronc cérébrale auquel il est rattaché de maniere symétrique par les pédoncules
cérébelleux. Cet emplacement stratégique explique ses modalités d’action sur les grandes voies
nerveuses ascendantes et descendantes A sa surface, le cervelet est parcouru par de nombreuses
fissures et sillons transversaux, plus ou moins profonds et concentriques, qui contribuent a
délimiter les lobules et les lobes (Vuillier et al., 2011).

. Organisation de ’hippocampe

L’hippocampe est une structure cérébrale qui compose la partie interne du cortex,
adjacente au cortex olfactif, chez les mammiferes supérieurs. Il est le centre d’un réseau
neuronal complexe le mettent en contact avec de nombreuse structure cérébrales tel que
I’amygdale, le septum et le thalamus pour former le systeme limbique appelés < le berceau des
émotions > de plus, sa capacité a moduler sa morphologie en réponse a des modifications
environnementales lui permet de jouer un rdle crucial dans le processus de mémorisation et
d’apprentissage (Nadam, 2007). L’hippocampe est formé de deux couches neurales
interconnectées en forme de U inversé, le gyrus denté (GD) et le corne d’Ammon (CA),

subdivisé-elle méme en trois régions (CA1, CA2, CA3) (Figure 6).

P B gl

Figure 6 : Organisation anatomique de 1’encéphale montant le cervelet et 1’hippocampe
(Khaldoun-QOularbi et al., 2017)
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Les essais de la toxicité expérimentale permettent d’évaluer les effets toxiques qui
apparaissent dans un temps court apres I’administration d’une substance ou de xénobiotiques.

Notre travail est une contribution a la recherche de la neurotoxicité expérimentale de
I’insecticide néonicotinoide MIDA®, a raison de 1/10 et 1/80 de la dose 1étale 50 (DL50), chez
les rats femelles de souche Wistar traitées par voie orale pendant quatre semaines.

Notre étude est basée sur I’évaluation des effets de cet insecticide chimique sur le poids
corporel et le poids de I’encéphale. Le cerveau et le cervelet font 1’objet d’une étude
histopathologique afin de chercher les altérations au niveau des parenchymes.

L’élevage et le traitement des animaux ont été menées conformément aux normes €tablies
par I’Organisation de Coopération et de Développement Economiques, Guideline-407, adopté
le 03 octobre 2008.

* L’expérimentation animale a été réalisée au niveau de la station expérimentale de la
Faculté SNV a I’Université Blida-1 durant la période de septembre - octobre 2018.

* La préparation des doses de traitement et la dissection des animaux sont réalisés au
niveau du laboratoire de recherche, Biotechnologies, Environnement et Santé, université de
Blidal.

* La technique histologique a été réalisée au laboratoire d’histologie au service de
Cytologie a I’'Hopital Nafissa Hamoud d’ Alger durant le mois de février 2020.

* L’observation microscopique et 1’étude histopathologique des photomicrographies sont

réalisé au laboratoire des projets de fin d’étude de la Faculté SNV a I’Université Blida-1

II.1.MATERIEL

*  Matériel animal

Notre étude a €té menée sur un échantillon de 15 rats femelles adultes de souche Rattus
norvigicus Wistar, acquierent de I’animalerie de 1’institut pasteur de Kouba- Alger. Le poids

corporels moyen des animaux est 137g +7,13.

e Matériel technique

L’ensemble des appareillages, verreries, solutions et des réactifs utiles pour

I’expérimentation et 1’étude histologique sont présentés dans 1’annexe 1.
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MIDA®, le nom commercial d’un insecticide néonicotinoide de la famille des chloronicotinyle
nitrogene, dont la matiere active est I’imidaclopride. Ce produit chimique est présenté dans un
flacon contenant 250 ml de solution concentrée a 20% (200 mg/ml), (Figure 7). L’insecticide est
testé sous forme diluée en solution aqueuse selon les doses choisies (1/10 et 1/80 DL50) et d’apres

le poids corporels des rats.

> Calcule de la premiere dose :

Pour I’Imidaclopride (MIDA) DLS50 est de 424mg/kg/jour chez la femelle des rats Wistar

(Laramee, 2007), A partir de cette DL50 nous avons calculé la premiere dose, 1/10 DL50
d’IMI :

DLS0 ey 424 mg/kg 424
X= — = 42,4 mg/kg
10

1/10 DL5() —— X
[ X=1/10 DL50 de MIDA = 42,4 mg/kg J

Pour trouver le volume a prélever de la solution mere de 1’insecticide, nous avons :

X1 =

=0,212 ml =212 ml

{ Xi= volume de1/10 DL50 de MIDA = 212 pl J

19



Chapitre 11 Materiel et méthodes

Chercher une DL50 par rapport a un rat :
La dose administrée pour chaque rat est calculée par la suite en fonction de son poids,
Exemple : si le poids corporel de rat X est de 130g, la dose administrée sera par conséquent :

10008 m— 0,210 ml 130 x 0,210
Xo=—— =0,0273ml=27,3pl
130 f ey X0 1000

{ X2= volume del/10 DL50 de MIDA administré pour le rat (130g) = 27, 3 ul ]

> Calcule de la deuxieme dose :

A partir de la DL50 nous avons calculé la deuxieme dose choisie a 1/80 DL50 de MIDA :

DL50 e—— 424 mg/kg 424
X3= =5, 3 mg/kg
1/80 DLS50) e— X 3 80

( X3=1/80 DL50 de MIDA = 5,3 mg /kg J

Pour trouver le volume a prélever de la solution mere, nous avons :

200 ME  — 1 Ml 5,3
X4 = =0, 0265 ml
5’3 ME  —— X4 200

{ X4= volume de 1/80 DL50 de MIDA = 0,0265 ml= 26,5 pl ]
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Chercher la 1/80 DL50 par rapport a un rat :

Exemple : si le poids corporel de rat X est de 135 g, la dose administrée sera par conséquent :

1000g m— (), 0265 ml 135 x 0, 0265
Xo= ——— =0,00357ml=3, 57 pl
135 g —X > 1000

[ X2= volume de1/80 DL50 de MIDA administré pour le rat (135 g) = 3,57 pul ]

I1.2. METHODES

I1.2.1. Elevage des animaux :

Pour réaliser notre expérimentation, nous avons utilisé un modele animale, les rats femelles
de souche Rattus norvigicus Wistar. Les animaux acquierent aupres de I’institut pasteur de
Kouba- Alger. Les rattes sont réparties dans des cages de polypropyléne de 30cm /40cm /15cm.
Les cages, comportant une litiere de copeaux de bois, ont été nettoyées une fois sur deux jours
tout au long de 1'expérimentation (Figure 8).

Des leur arrivées a I’animalerie, les rattes sont soumises a une période d’acclimatation,
pendant 1 semaine, a température ambiante (24 £1°C), et une photo période naturelle de 12h
/12h. L'aliment et 1’eau ont été fournis ad libitum. Tous les animaux recoivent de I’eau par des
biberons et un régime alimentaire standard équilibré sous forme de granulés. L’aliment est
composé d'un concentré équilibrée glucides, protéines, lipides, vitamines et minéraux (49,80%,
34,50%, 10% et5, 70% respectivement) provenant de la société industrielle de concentré a

Bouzerea, Alger.

21



Chapitre 11 Materiel et méthodes

Les manipulations sur les rates ont été effectuées dans le respect de leur bien-étre, excluant
tout type de stress susceptible d’interférer avec les résultats. Ces manipulations expérimentales
ont été menées conformément au Comité d’Ethique de I’Université de Blida 1 et a la 1égislation
Algérienne de la protection des animaux d’expérimentation utilisées a des fins scientifiques [loi

n°12-235 /2012 ; Décret exécutif n° 10-90].

I1.2.2. Expérimentation

11.2.2.1. Réalisation de 1’inoculation des rats femelles Wistar

Apres la période d’adaptation, les rates ont été réparties en trois lots de cinq individus chacun

ayant des poids corporels moyens rapprochés

Les rats des deux lots traités recoivent 1 ml de la solution aqueuse de I’insecticide préparée

(Ie volume calculé de I’insecticide complété a 1 ml avec de I’eau distillé stérile).

L’administration quotidienne de I’inoculum de traitement se fait par voie orale a 1’aide
d’une seringue munie d’une canule de gavage pendant 29 jours.

Les rats sont pesées chaque semaine a compter du premier jour de I’expérimentation a fin
de recalculer la dose qui correspond a la DL 50 des animaux traités :
+* Lot 1 : Les rattes du lot t¢émoin recoivent 1 ml d’eau distillée stérile par gavage.
+ Lot2 : Les rattes ont été administrées quotidiennement par voie orale de 42,4 mg/kg/j
(1/10 DL50 MIDA®) dissoute dans 1ml d’eau distillée stérile.
i Lot3 : Les rattes ont été traitées par gavage gastrique avec 5,3 mg/kg/j (1/10 DL50
MIDA®) dissoute dans 1ml d’eau distillée stérile.

Les cages de rats ont été approvisionnées de 1’eau et la nourriture a volonté durant les 29

jours d’expérimentation.

Les doses ont été ajustées chaque semaine en cas de changement du poids corporel des deux
lots traités par I’'imidaclopride. Pour chaque lot, la masse vive moyenne de cing rattes encagées
est retenue pour recalculer le volume administré de I’insecticide par rapport a I’évolution du

poids corporel.
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Durant la période de traitement, une attention particuliere est accordée pour le suivie du
comportement des rats femelles. Et cela pour la recherche de probables signes de toxicité ou

d’allergie suite a I’administration de MIDA® en comparaison avec le lot témoin

I1.2.3.Sacrifice des animaux et prélevement des échantillons

Apres la durée requise pour notre test de toxicité subchronique (29 jours de gavage
quotidien), tous les animaux sont sacrifiés a la fin de I’expérimentation (J 30). Les rats de
chaque lot sont pesés puis anesthésiés par I’éther éthylique a 1’aide d’un coton 1’égerment
imbibé de cette solution.

Les sacrifices sont réalisé la matinée, entre 8h et 11h afin d’éviter les variations hormonales

pendant la journée.

Apres décapitation rapide de la téte, le rat est placé sur sa partie ventrale dans la cuve a
dissection. Nous avons coupé la peau a partir du nez jusqu'a I’arriere du cou, nous avons tiré
sur la peau pour voir le crane. Et on tient la téte par la peau avec le pouce et les doigts et a I’aide
du scalpel placé a I’horizontale, on coupe soigneusement les os du crane pour exposer
I’encéphale et on utilise les pinces de la trousse a dissection pour retirer les petits fragments
d’os. L’encéphale est soigneusement prélevé et rincé avec une solution de chlorure du sodium

(NaCl) a 0,9% et nettoyé ainsi du sang et des tissus adhérés.

L’encéphale est composé du cerveau (télencéphale), du tronc cérébral (diencéphale,

mésencéphale, métencéphale ventral, myélencéphale) et du cervelet (métencéphale dorsal).

11.2.4. Effet des traitements sur le poids corporel et sur le poids de I’encéphale
Afin de suivre I’évolution de la masse corporelle et de recalculer le volume d’insecticide a
administrer, ’ensemble des rats a fait I’objet de pesées hebdomadaires juste avant I’opération

de traitement journalier.

23



Chapitre 11 Materiel et méthodes

La prise de poids corporel a été renouvelée cinq fois : avant le premier gavage (J1), apres
chaque 7 jours (J8), (J16), (J23) et les animaux ont été pesés également a la fin de
I’expérimentation juste avant sacrifice (J30).

Apres rincage rapide, 1’encéphale est récupéré de la solution NaCl, essuie avec du papier
absorbant et en suite pesé avec une balance de précision (poids absolu de I'organe).

L’augmentation relative du poids corporels et le poids relatif de 1I’encéphale pour chaque

animal ont été calculé comme suit :

_ _ . (Poids corporel a la fin de ’expérimentation (mg) X 100) - 100
Augmentation relative du poids corporel (%) =

Poids corporel au début de I'expérimentation (mg)

Poids absoludel'organe (mg) X 100

Poidsrelatif del' %) =
SRR S i Poids corporel du ratle jour de sacrifice (mg)

I1.2.5.Etude histologique

Afin d’obtenir des coupes histologiques colorées a 1’hématoxyline-éosine prétes a
I’observation microscopique, le cerveau et le cervelet de chaque rats ont été imprégné dans
plusieurs solutions suivant la technique adoptée par Martoja et Martoja (1967) (Voire les

images de I’annexe 1).

I1.2.5.1.Fixation et rincage des tissus

La fixation a pour but d’immobiliser les cellules tout en conservant leurs morphologies. Le
cerveau et le cervelet, sans étre séparées, ont été plongés dans le formol commercialisé dilué a
10% pendant 48 heures, puis rincés a I’eau courante écoulée pendant 24 heures. Les organes
ont été mis dans des cassettes afin de permettre le passage des liquides au cours de la

manipulation.

11.2.5.2.Déshvydratation, €claircissement et inclusion

Les cassettes ont été ensuite placées dans un automate a I’histologie (un appareil de
circulation) (figure... de ’annexe) qui sert a assurer la déshydratation, 1’éclaircissement des
tissus et I'inclusion a la paraffine. Chaque cassette passe dans plusieurs bains d’éthanol de
concentration croissante (70°, 90°, et 100°) pendant 1 heure chacun afin d’éliminer 1’eau des
tissus. Ensuite, les cassettes ont été plongées dans deux bains successifs de xyléne pendant 1

heure puis dans un bain de mélange xyléne-paraffine 50% de chaque et ensuite dans un bain de
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paraffine pure. Les blocs de paraffine ont été confectionnées dans des moules en métallique
puis réfrigérés.

I1.2.5.3.Confection des coupes

Les coupes ont été effectuées au microtome de type «Leica »a 4 a Sum d’épaisseur.

11.2.5.4.Collage des rubans et séchage

Les rubans sont étalés dans un bain marie (37°C) puis récupérer et coller sur des lames propres,

puis séchés dans une étuve réglée a 25 °C pendant 24 heures.

I1.2.5.5.Déparaffinage, réhydratation et coloration

Cette étape sert a retirer la paraffine du tissu et la remplacer par ’eau pour permettre la
pénétration des colorants (les colorants sont hydrosolubles). Le déparaffinage a été réalisé dans
un bain de xyléne pendant 30 minutes et suivi par une réhydratation en immergeant les lames
dans des bains d’alcool de degrés décroissant puis dans I’eau distillée. Les coupes ont été
ensuite colorées a I’hématoxyline-éosine. Cette coloration topographique permet de visualiser
la morphologie des cellules, le noyau en bleu et cytoplasme en rose violacé afin de déterminer

leur répartition, architecteur et structure.

I1.2.5.6.Montage et observation

Apres la coloration, les lames ont été mises dans un bain de xylene pour I’éclaircissement.
Le montage a été effectué avec une lamelle fixée par I’Eukitt. Les lames ont été ensuite
nettoyées au xylene puis séchées et observées au microscope optique aux différents
grossissements (x100, x400 et x1000). La prise des photos a été effectuée a I’aide d’un
I’appareil photos Samsung prime 5.

I1.2.6.Etude statistique

Les résultats ont été représentés sous forme de moyennes avec leur écart-type (Moyenne +
SEM). L’analyse des données a été effectuée par le testrdeStudent, qui est basé sur la
comparaison des moyens inters et intra groupes. Le test ANOVA unidirectionnel avec le test
posthoc de Tukey ont été appliqués pour comparer les différences entre les groupes
expérimentaux. Le logiciel SPSS statistique version 23 a été utilisé pour analyser les données.

Les différences sont considérées comme :

- Significatives : lorsque P < 0,05.
- Hautement significatives : lorsque (P< 0,01).

- Tres hautement significatives : lorsque (P < 0,001).
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III. 1. RESULTATS

N

La recherche de quelques aspects de la neurotoxicit¢ de I'insecticide MIDA®, a
raison de 1 /10 DL50 (42,4mg/kg/jr) et 1/80 DL50 (5,3 mg/kg/jr), est basée sur 1’étude de
I’évolution pondérale et I’examen histopathologique au niveau du cerveau et du cervelet chez

les rats femelles Wistar traitées pendant 29 jours par gavage.
II1.1.1. Effet des traitements sur le comportement des rats

Nous avons remarqué, au cours de la quatricme semaine de traitement avec 1’imidaclopride,
une diminution de la voracité et de la quantité d’aliment ingérée par les rats. Nous avons
constaté un changement de comportement. Les animaux intoxiqués présentent une diminution
de I’activité avec tendance de rester dans les coins des cages par rapport aux individus témoins

a comportement normal.

I11.1.2. Evolution pondérale

Tableau I : Effet des différents traitements avec MIDA® sur 1’évolution du poids corporel

(PC) des rats Wistar et sur le poids absolu et relatif de I’encéphale

Poids Témoin 1/10 DL50 1/80 D150

Début exp. J1 (g) 132,80 + 3,114 145,00 £ 5,099 133,20 £ 5,020

181 + 400000 | 190 * 5,52268 | 1804 + 6,34823
Fin exp. J30 (g)

Corporel () (%) (%)

Augmentation 36,322 + 2,955 31,166 = 6,090 35,450 + 1,754

relative (%) (a) (a) (a)
Poids absolu (my | 20 +27,626 | 1719,32 +23,059 | 1671,96+ 53,599
o1as apsoiu (mg *
, (b) (@) (b) ) @
Encéphale
0,960 + ,0346 |0,9020 + 0178 | 0,924 +0,030
Poids relatif (%)

(b) *) (a) (@) (b)

Valeurs en moyennes + écart type de 5 rats de chaque lot. (***) : Différence (entre J1
et J30) hautement significative a p <0,01. (*) : Différence significative a p < 0,05 en
comparaison avec le témoin. (a) et (b) : groupes homogenes (non significativement

différents) d’apres test de Tukey au seuil de signification 0,05
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I11.1.2.1. Poids corporel

Les résultats de la croissance pondérale chez les rats témoins et traitées par 1/10 et 1/80 DL50
MIDA® et leurs variations statistiques sont rassemblés dans la figure 9 (a et b), le tableau I et

détaillés sur les tableaux III, IV, V et VII de I’annexe 2.
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Figure 7 (a et b) : Evolution du de poids corporel absolu (a) et relatif (b) chez
les rats témoins et traitées par 1/10 et 1/80 DL50

J1 : le premier jour de I’expérimentation. J30 : le jour du sacrifice. (***) : Différence

statistiquement hautement significative
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Selon les résultats obtenus apres 30 jours d’expérimentation, nous avons enregistré une
croissance pondérale chez tous les rats témoins et traitées. Cette augmentation est de 1’ordre de
36.32% chez les rats témoins (132,8 g + 3,114 vs 181 g + 4,00) et de 31.16% chez les rats traités
par 1/10 DL50 de MIDA (145 + 5.099 vs 190 + 5,52) et de 35.45% chez les rats traités par
1/80 DL50 de MIDA (133,20 + 5,020 vs 180,40 + 6,348).

L’analyse statistique de 1’évolution pondérale entre le début et la fin de I’expérimentation
montre un changement hautement significatif (p < 0,01) pour les rats témoins et traitées.
Cependant, I’analyse de la variance relative a I’effet des traitements sur I’augmentation relative

du poids corporel révele des différences non significatives (p = 0,139).

I11.1.2.2. Poids de I’encéphale
Les résultats illustrés sur la figure 8 (a et b) et le tableau 1 présentent les variations des
poids de I’encéphale chez les rats expérimentés. Les détails de 1’étude statistique sont

mentionnés sur les tableaux III, IV, V et VIII et VIIII de I’annexe 2.
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Figure 8 (a et b) : Variations des poids absolus (a) et des poids relatifs (b) de
I’encéphale chez les rats témoins et traités a raison de 1/10 et 1/80 DL50 de MIDA®

Différence significative (*) en comparaison avec le témoin

Selon I’analyse de la variance relative a I’effet des traitements sur le poids de I’encéphale,
les résultats montre des différences significatives sur le poids relatif (p= 0,038) et absolue (p
=0,023) de I’encéphale.

D’apres le test de comparaison multiple de Tukey, le regroupement de lots non
significativement différents ainsi que la signification statistique en comparaison avec le témoin

est mentionné sur le tableau 1.

I11.1.3. Eude histopathologique

Les coupes histologiques du cerveau, l'hippocampe et de cervelets colorés a
I’hématoxylineéosine (H&E) des animaux du groupe témoin et ceux des groupes traités
par I'imidaclopride ont été observées dans le but de mettre en évidence d’éventuelles

altérations tissulaires provoquées par cet insecticide.
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I11.1.3.1. Histologie du cortex cérébrale

» [Etude des coupes cérébrales chez les rats témoins

L’observation microscopique du tissu cérébral des rats témoins a permis de constater la

conservation de la structure normale du cortex cérébral.

- L'analyse des coupes histologiques de 1I’hippocampe montre une architecture classique sans

Iésion visible au niveau des cornes d’Ammon et du gyrus denté. Il y’a une répartition cellulaire

homogene (Figure 9- a et b).

- Le cortex cérébral, couche extérieure de la matiere grise, est entourée avec une membrane
cellulaire intacte, la pie mere (méninge interne) (Figure 9 - a et ¢).

- Nous observons des espaces périvasculaires normaux aux tours des capillaires et vaisseaux
sanguins (Figure 9- c, d et f).

- Le cortex cérébral est organisé en plusieurs couches, mal délimitées les unes des autres, de
composants différents et de structure intacte (Figure 9 c, d, e et f).

- Le parenchyme cérébral contient des corps cellulaires neuronaux de divers types et tailles
(pyramidaux, ganglionnaires, cellules de BETZ), abondantes dendrites, des cellules gliales

(astrocytes et cellules microgliales), et les portions amyélinisées des axones (Figure 9- d et

f).

Figure 9 (a, b, ¢, d, e et f) : Structure histologique du cortex cérébral chez le rat Wistar

femelle témoin (résultat original 2020)

CA : Corne d’Ammon; GD : Gyrus Denté ; M : Membrane de méninge; H : Hypocampe =
CA1+CA2+CA3 + GD ; CC : cortex cérébral ; Cer : cervelet ; TC : tronc cérébral ; CM:
couche moléculaire; CGE: couche granulaire externe; CPE : couche pyramidale externe ;
CGI: couche granulaire interne, CPI: couche pyramidale interne, NP : neurones
pyramidaux petits et moyens; N : neurones non pyramidaux ; cellule de BETZ : grandes
cellules neurale pyramidale ; CG : cellules gliales ; V : vaisseaux sanguins ; PC : parenchyme

cérébrale. CC : cortex cérébral.
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> Etude des coupes cérébrales chez les rats traités avec 1/80 DL50 MIDA® pendant 29

jours

L’étude histologique du cortex cérébral chez les rats femelles traitées par gavage a 5,3
mg/kg/jr de I'imidaclopride, révele des 1€sions cyto.-architecturales plus au moins importantes,

marquées principalement par :

- Les cellules nerveuses de I’hippocampe montrent un aspect altéré en termes de
morphologie, d'arrangement et de distribution cellulaires. Le tissu hippocampique est le siege
d’un cedeme. Nous observons par endroit noircissement de neurones, signe de nécrose (Figure

10 aetb).
- Présence de congestion méningiale et d’halo périvasculaire (Figure 10- c).

- Une atypie cellulaire neuronale focale, une hémorragie avec infiltration de leucocytes,

cedeme interstitiel (Figure 10- d).

- Présence de neurones dégénératifs a noyaux pycnotiques et un gonflement de neurones
par vacuolisation autour du corps cellulaire neuronal, perte neurale, dégénérescence du

parenchyme, congestion sanguine modérée (Figure 10-e).

- Présence de quelques neurones a noyaux pycnotiques, migration nucléaire et

chromatolyse avec présence d’halo clair pericellulaire et périvasculaire (Figure 10-f).

Figure 10 (a, b, c. d, e et f) : Structure histologique du cortex cérébral chez le rat traité

avec 1/80 DL50 MIDA (résultat original 2020)

nN : Noircissement neuronal a noyaux pycnotique ; O : (Edeme ; ** : Perte neuronale ; fleche :
Iésion de membrane, D : dégénérescence du parenchyme cérébrale : Cercle : atypie et Iésions
de cellules neurales ; H : hémorragie ; IC : infiltrat cellulaire ;gN : gonflement de neurone ;
Cs :congestion sanguine.. mN :migration des noyaux neurales ; Hv : Halo périvasculaire ;
CA : Corne d’Ammon; GD : Gyrus Denté ; H : Hypocampe ; CC : cortex cérébral ; CM:
couche moléculaire; CGE: couche granulaire externe; CPE : couche pyramidale externe ;

CGI: couche granulaire interne, CPI: couche pyramidale interne.
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> Etude des coupes cérébrales chez les rats traités avec 1/10 DL50 MIDA® pendant 29

jours

Chez les rats administrés de 42,4 mg/kg/jr de I’'imidaclopride, I’histologie du cortex cérébral
montre des altérations neurodégénératives plus accentuées par rapport a celle observées avec le

traitement a 1/80DL50. Les principales 1ésions histologiques sont les suivantes :

- Au niveau de I’hypocampe, nous observons une congestion sanguine et hémorragie
importantes au niveau du gyrus denté, un dommage locale du parenchyme associés a la

désorganisation et nécrose de quelques cellules nerveuses (Figure 11 a).

- Dégénérescence locale du parenchyme cérébrale avec perte neurale et cedeme. La

présence d’halo clair périvasculaire et noircissement neurale (Figure 11- b et ).

- Une 1ésion membranaire de la pie-mere et congestion modérée au niveau de méninges

(Figure 11- a et d).

- Quelques cellules nerveuses présentent un aspect atypique, des neurones dégénératifs
avec des noyaux pycnotiques, gonflement neurale par vacuolisation autour des neurones et

migration nucléaire (Figure 11 -d, e et f).

- Nécrose de quelques neurones, présence d’halo clair périvasculaire associée a une infiltration

cellulaire modérée (Figure 11- f).

Figure 11 (a, b.c, d, e, f) : Structure histologique du cortex cérébral chez traités avec
1/10 DL50 MIDA® Z : Gr avec zoom (résultat original 2020)

nN : Noircissement neuronal a noyaux pycnotiques ; O : (Edeme ; *** : Perte neuronale ;
fleche : 1ésion de membrane pie mere, D : dégénérescence du parenchyme cérébrale :
Cercle : atypie et 1ésions de cellules neurales ; h : hémorragie ; IC :infiltrat cellulaire ; gN :
gonflement de neurone ; Cs :congestion sanguine.. mN :migration des noyaux neurales ; Hv :

Halo périvasculaire ;
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I11.1.2.1. Histologie du cervelet

» Etude des coupes histologiques du cervelet chez les rats Wistar femelles témoins
L’étude histologique du cervelet chez les individus témoins montre une architecture
histologique normale.

- Le cervelet est entouré de méninge, la pie mere intacte (Figure 12- a).

- La substance grise contient tous les corps cellulaires neuronaux. La substance blanche
contient les faisceaux d’axones myélinisés. Les vaisseaux et capillaires ainsi que différents
types de cellules gliales (astrocytes, oligodendrocytes et smicrogliales) y sont représentés aussi
bien dans la substance grise que dans la substance blanche (Figure 12- b).

- La substance grise du cortex cérébelleux est composée de trois couches bien
délimitées avec une répartition cellulaire homogene. La couche moléculaire, externe, contient
I’arbre dendritique des cellules de Purkinje traversées de fibres paralleles. La couche de
neurones multipolaires de Purkinje et la couche granulaire interne avec cellules dites en graines

(Figure 12 a, b et ¢).

Figure 12 (a, b et ¢) : Structure histologique du cervelet chez les rats Wistar femelles

témoins (résultat original 2020)

SB : substance blanche ; SG : substance grise ; CM : Couche Moléculaire ; CG : Couche
Granulaire, VC : Vaisseau Congestive ; CP : Couche de cellules nerveuses de Purkinje. NP :
Noyau de cellule de Purkinje. PC : Parenchyme du cervelet, G : cellule gliale, V : vaisseaux.

VC : vaisseaux congestive.
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> Etude des coupes histologiques du cervelet chez les rats traités avec 1/80 DL.50 MIDA®

L’observation au microscope optique du cervelet provenant des individus traités avec la faible
dose de I’imidaclopride, soit 5,3 mg/kg/jr, révele des altérations structurales du parenchyme,

résumées comme Ssuit :

- Des congestions sanguines marquées du cervelet au niveau de la membrane de méninge

(Figure 13- a et b) et la substance blanche (Figure 13- a et e).

- Modification de D’architecture de la couche moléculaire et des changements de

dégénérescence des cellules gliales (Figure 13- b).

- Les cellules de Purkinje apparaissent espacées et rétractées. Avec noircissement neurale

et perte de dendrites (Figure 13- c et d).

- Elargissement et désorganisation de la couche de Purkinje avec cedéme important associé a

une atrophie et nécrose de quelques neurones de Purkinje (Figure 13-d).

- Au niveau de la substance blanche, nous remarquons 1’atypie de quelques cellules
gliales, la dégénérescence du parenchyme associé a un cedeme, hémorragie et infiltration

cellulaire (Figure 13-e).

Figure 13 (a, b, ¢, d et e) : Structure histologique au niveau du cervelet chez les rats

Wistar traités avec 1/80 DL50 (résultat original 2020)

SB : substance blanche ; SG : substance grise ; CM : Couche Moléculaire ; CG : Couche
Granulaire, CP : Couche de cellules nerveuses de Purkinje. V : vaisseaux.

CS : congestion sanguine ; fleche : 1ésion de la membrane méningée ; G : cellules gliale ; D :
changement dégénératif des astrocytes ; double fleche noire : espacements entre deux cellules
de Purkinje ; double fleche rouge : élargissement de la couche cellulaire de Purkinje; N :
nécrose et noyaux pycnotiques des cellules de Purkinje; A : atrophie des cellules de

Purkinje avec perte de dendrites ; h : hémorragie ; O : cedeme ; IC : infiltration cellulaire.
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> Etude des coupes cérébrales chez les rats traités avec 1/10 D150

Les tissus cérébelleux provenant des individus traités avec 1’imidaclopride a 42,4 mg/kg/jr
pendant 29 jours présente des altérations structurales plus au moins semblables a celles

observées avec le traitement a faible dose et illustrés comme suit :

- Détachement de la membrane cellulaire de la pie mere et congestion sanguine modérée

(Figure 14- aetb).

- La couche moléculaire présente des vaisseaux congestifs dilatés et lésion du

parenchyme par endroit (Figure 14- b et e).

- La couche de Purkinje montre quelques neurones dégénératifs a noyaux pycnotiques
avec perte de dendrites et espacement entre les neurones ce qui suggere une perte neurale

(Figure 14 -c).

- La désorganisation et de la couche de Purkinje et un cedéme important, ce qui explique

un élargissement de cette couche (Figure 14 -d).

- La couche granulaire est altérée par endroit et présente une congestion modérée et

perte de quelques cellules granulaires (Figure 14- c et d).

- Changements dégénératifs et hémorragie diffuse dans la substance blanche du tissu

cérébelleux (Figure 14 -e).

Figure 14 (a, b, ¢, d et e) : Structure histologique du cervelet chez les rats Wistar traités

avec 1/10 DL50 (résultat original 2020)

SB : substance blanche ; CM : couche moléculaire ; CG : couche granulaire, CP : couche de
neurones de Purkinje. Cercle : Désorganisation architecturale de la couche des cellules de
Purkinje ; G : cellule gliale, V : vaisseaux. VC : vaisseaux congestive ; CS : congestion
sanguine ; fleche : 1ésion de la membrane méningée D : changement dégénératif ; double
fleche noire : espacements entre deux cellules de Purkinje; double fleche rouge :
élargissement de la couche cellulaire de Purkinje ; N : nécrose et noyaux pycnotiques des
cellules de Purkinje; A : atrophie des cellules de Purkinje avec perte de dendrites ; h:

hémorragie ; O : cedeme ; IC : infiltration cellulaire.
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I1. Discussion

Le présent travail porte sur la recherche de la neurotoxicité de MIDA® i raison de 1/10
DL50 (42,3 mg/kg/jr) et 1/80 DL50 (5,3 mg/kg/jr) pendant 29 jours par voie orale chez les rats
femelles Wistar.

Nous avons remarqué une diminution de la voracité et de 1’activité des rats a la quatrieme
semaine de traitement. Ces résultats sont en accord avec les travaux d’Anadn et al. (1991) et
Bourbia (2013), qui ont signalé une réduction dans la consommation de la nourriture chez les
rats males survenue a une toxicité subchronique a I’imidaclopride. Bhardwaj et al., (2010) ont
enregistré une salivation, une diarrhée et une mal nutrition chez les rats femelles Wistar traitées
par 20 mg/kg/jr d’imidaclopride pendant 90 jours.

Dans nos conditions expérimentales, tous les rats témoins et trait€s ont présenté une
évolution pondérale, cependant les traitements n’ont pas d’effet significatif sur I’augmentation
relatives du poids corporel. Les travaux de Bhardwaj et al., (2010), Ichai et al., (2011) et
Vargas-lopez et al., (2015) suggerent que 1’administration des pesticides néonicotinoides
provoque une diminution significative de la croissance corporelle considérée comme signe de
toxicité et peut étre traduite par la perturbation du métabolisme cellulaire sous I’effet du stress
oxydatif engendré par les ROS ainsi que par d’autres médiateurs chimiques tels que certaine
cytokine proinflammatoire que I’organisme puisse libérer apres les effets toxiques des
pesticides.

Le cerveau est le plus grand consommateur d’énergie d’ou la production intense des
radicaux libres. Cette évidence explique I’'importance du cerveau dans le corps, mais aussi sa
sensibilité aux xénobiotiques qui affectent globalement les enzymes mitochondriales, les
enzymes de détoxification, les neurotransmetteurs ou encore induisent la voie de signalisation
apoptotique, la nécrose cellulaire dans le cerveau (Baltazar et al., 2014).

Nos résultats histopathologiques montrent que I’imidaclopride a provoqué de multiples
changements neurodégénératifs, dans le cortex cérébrale et le cervelet, et peut Etre neurotoxique
a I’échelle cellulaire, affectant 1'intégrité structurale du SNC et peut avoir des conséquences de
dysfonctionnement.

Plusieurs études de toxicité rapportent des dommages histolopathologiques similaires a nos

observations chez des modeles animales traités avec I’imidaclopride.
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D’apres Vohra et Khera (2015), les coupes cérébrales de rats traités avec a 1 / 22e DL50 (20
mg/kg/jr) ont montré une hémorragie périvasculaire et migration nucléaire des neurones. Le
traitement a 1’imidaclopride a la dose 1/45e DL50 (10 mg/kg/jr) a montré des neurones
dégénératifs avec des noyaux pycnotiques et un gonflement dans les neurones, une congestion

méningée dans le cerveau et changements dégénératifs dans les cellules de Purkinje.

11 a été rapporté par Soujanya et al. (2012) que des coupes de cerveau de rats traités avec
I’imidaclopride a 80 mg / kg a révélé une congestion marquée du cervelet, une dégénérescence
des cellules de Purkinje avec perte de dendrites, vacuolisation autour des neurones et des
neurones rétrécis au 14e jour de l'expérience. Le 28e jour, des coupes cérébrales révélées
vacuolisation autour du corps cellulaire neuronal, chromatolyse et congestion marquée.

De méme, Bhardwaj et al., (2010) ont révélé une vacuolisation autour du corps cellulaire
neuronal, une chromatolyse une congestion une, nécrose des cellules de Purkinji avec perte de
dendrites et de granules dans la couche granulaire du cervelet.

Nos résultats sont en accord avec ceux rapportés par Karabay et Oguz (2005) les coupes
histologiques du cerveau traité par 1 / 45¢me DL50 d'imidaclopride ont montré des neurones
dégénératifs avec des noyaux pycnotiques et un gonflement des neurones. L'activité AChE
cérébrale et plasmatique était significativement réduite a 1 / 22éme DL50 d'imidaclopride.

Nellore et al., (2013) rapportent les lésions observées dans différentes régions de
I’encéphale chez les rats traités par voie orale a 1'imidaclopride en doses multiples de 1 / Seme
DL50, c'est-a-dire 80 mg / kg a des intervalles de 48 heures et jusqu'au 25¢me jour.
L’hippocampe montre des noyaux vésiculaires dans les cellules gliales, moins de nerf, les corps
des cellules gliales sont totalement dégénéré et apparait comme un noyau vésiculaire. D’apres
la méme étude le cortex cérébral montre la dégénérescence en cellules BETZ et nécrose dans
le corps des cellules neurales. La nécrose se produit également dans les corps des cellules
nerveuses. Le cervelet montre des changements dégénératifs et nécrotiques clairs dans les

cellules de Purkinje et dans la couche granulaire et la couche moléculaire.

Les résultats de Duzguner, et Erdogan (2010) suggerent que l1'imidaclopride provoque un
stress oxydatif et une inflammation du syst¢eme nerveux central et du foie chez le rat. Le
traitement par 1'imidaclopride a augmenté le niveau de la transcription d'ARNm des cytokines

inflammatoires ; du TNF-a, de 1'IL-6 et de I'IL-1b de 2,5 a 5,2 fois dans le cerveau et le foie.
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Inversement, ' ARNm de I'IL-10 médiateur anti-inflammatoire a été régulé a la baisse dans les
deux organes.

Duzguner et Erdogan (2012) ont observé que la syntheése de I’oxyde nitrique synthase
(iNOS) a augmenté dans le foie et le systeéme nerveux central des rats exposés a 1'imidaclopride
et que sa toxicité induit un stress oxydatif et une inflammation chez le rat au niveau du foie et
le cerveau.

Dans une autre étude réalisée par Lonare et al. (2014) pour évaluer 1'effet neurotoxique de
I'exposition orale a 1'imidaclopride (45 et 90 mg / kg/jr; pendant 28jours) chez les rats Wistar.
Les résultats révelent une augmentation significative de la LPO et des diminutions significatives
de [l'activit¢é locomotrice spontanée (SLA) et du seuil de douleur, des taux
d'acétylcholinestérase, d'ATPase et des diminution significatives des substances biochimiques
sériques telles que la créatine kinase, la lactate déshydrogénase (LDH), la sorbitol
déshydrogénase (SDH) et la phosphatase alcaline (PA). En plus de 1ésions histopathologiques
au niveau du cerveau.

Les travaux de Taibi et al., (2020) ont démontré que 1’exposition a I’imidaclopride pendant
28 jours chez des rats Wistar engendre une diminution significative de 1’activité locomotrice
qui a révélé l’accumulation de I’imidaclopride ou ses métabolites dans le cerveau.
L’imidaclopride a un effet dépressif, il exerce une dépression 1égere sur le systéme nerveux.

Selon 1I’étude réalisé par Farag et al., (2019), le traitement des rats Wistar a 0,1 ml
d'imidaclopride pendant 90 jours a provoqué la neurotoxicité révélé par une diminution
significative de taux de l'acide gamma aminobutyrique (GABA), augmentation significative de
la sorbitol déshydrogénase (SDH), diminution significative du glutathion (GSH), la superoxyde
dismutase (SOD) n'a pas été affectée par I'exposition a I'IMI. Exposition IMI régule a la hausse
le geéne du récepteur 2 (TLR2) dans le cerveau, réactivité immuno-positive intense de TLR2
dans le cerveau. Histopathologiquement, des altérations significatives du cerveau ont été
observés, comme la dégénérescence neuronale, la démyélinisation, neuronophagie a coté des
hémorragies, nécrose. En plus de congestions modérées a légeres du cerveau et des vaisseaux
sanguins méningés ont été remarqués. L'hyperplasie et dégénérescence dans la zone de
I'hippocampe, I'hyperplasie épendymaire et choroide, gliose multifocale et / ou diffuse avec

agrégations d'oligodendrocytes sont observés.
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L’étude de Khaldoun-Oularbi, et al, (2017) montre que I'administration orale
subchronique de [I’insecticide thiaméthoxame a des rats a causé des dommages
histopathologiques des effets destructeurs sur I'hippocampe et le cervelet du rat montrant une
neuro-dégradation des neurones pyramidaux et des cellules a granules, une structure de mousse
entre les neurones de I"hippocampe, dégénérescence et décollement de la couche cellulaire
pyramidale et dégénérescence de couche de cellules de Purkinje dans le cervelet.

Des résultats similaires sur I’altération du SNC et le stress oxydatif cérébrale ont été rapportés
chez les especes non-mammiferes traités avec I’imidaclopride.

D’apres Tian et al. (2018), la réponse de la toxicité cérébrale chronique des poissons
Gobiocypris rarus aux insecticides néonicotinoides imidaclopride et nitenpyram a été étudié€ en
déterminant le stress oxydatif. Les résultats indiquent que 1'imidaclopride pourrait avoir des
effets indésirables plus importants sur le cerveau des vairons rares chinois. Les activités de la
superoxyde dismutase (SOD) n'ont pas changé de maniere significative. Une augmentation
notable des activités de la catalase (CAT) a été observée sur les tissus cérébraux sous 0,1 mg /
L d'imidaclopride. La teneur en malondialdéhyde (MDA) a nettement augmenté sous les
traitements d'imidaclopride a 2,0 mg / L .La teneur en glutathion (GSH) dans le cerveau a
augmenté de maniere significative sous 0,5 et 2,0 mg / L d'imidaclopride (p <0,05). Une
diminution significative a été€ observée des taux d'ARNm. 2,0 mg / Les activités de ' AChE ont
augmenté de facon marquée sous 0,5 mg / L d'imidaclopride.

D’apres Rawi et al., (2019), des cailles japonaises traités par une dose unique d’imidaclopride
(1/4 DL50) par voie orale, ont montré une diminution significative dans [’activité
enzymatiquede I’AChE apres 72h de 1’exposition et une augmentation significative des deux
hormones corticales NE et 5-HT. La dose administrée a fortement affecté la structure
histologique du cortex cérébral des cailles. L’IMI a causé une congestion neurale des vaisseaux
sanguins, une neurodégénérescence au niveau du cortex cérébral, une pyknose et un brassage

périvasculaire avec les cellules gliales.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

La neurotoxicité des insecticides chimiques chez les mammiferes et les troubles neurologiques
conséquentes constituent une préoccupation majeure.
L’objectif de la présente €tude est d’évaluer la neurotoxicité d’un insecticide
néonicotinoide MIDA®, largement utilisé en Algérie a raison de 1/10 et 1/80 DL50 de
I’imidaclopride soit respectivement 42,3 mg/kg/jr et 5,3 mg/kg/jr pendant 29 jours par gavage

des rats femelles Wistar.

A la lumiere des résultats obtenus, nous pouvons conclure les notes suivantes :

> Les différents traitements n’ont pas d’effets significatifs sur I’augmentation relative
du poids corporel.
> L’analyse de la variance révele une différence significative du poids absolue et relatif

de I’encéphale entre les différents groupes de rats.

> En comparaison avec le témoin, 1’étude histopathologique des parenchymes
cérébral et cérébelleux révele de multiples 1ésions. Les dommages tissulaires sont plus ou moins

importants et s’accentuent en fonction de la dose administrée.
Les principales 1ésions observées sont les suivantes :

- Au niveau du cortex cérébral :

Une congestion méningée modérée, I'installation des changements dégénératifs au niveau
du parenchyme (la présence d’un cedeme interstitiel et d’halo claire périvasculaire, perte de

cellules nerveuses...)

Atypie de quelques neurones (migration nucléaire, vacuolisation, noyaux pycnotiques,

cellules nerveuses rétractées et nécrosés ...).

- Au niveau de 1’hippocampe :

Un cedéme, une congestion sanguine importante et une désorganisation de 1’architecture

du tissu.

- Au niveau du tissu cérébelleux :

Le cortex cérébelleux montre une 1ésion et congestion de la pie mere.

L’altération de la structure des couches moléculaire (vaisseaux congestifs) et granulaire

(pertes de cellules a granules et congestion modérée).
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L’¢élargissement et la désorganisation de la couche de Purkinje, conséquentes a un cedeme
important associé 1’espacement de neurones de Purkinje ayant un aspect rétractés et nécrosés

avec perte de dendrites.
La substance blanche du cervelet montre un aspect dégénéré et hémorragique par endroit.

Ces altérations neurodégénératives suggerent la cérébro-toxicité et la cérébelleux- toxicité
de I’imidaclopride chez les mammiferes. L’insecticide MIDA® peut étre neurotoxique 2

I’échelle cellulaire et moléculaire affectant le fonctionnement du SNC
Au terme de notre étude nous formulons les perspectives suivantes :

- Il serait intéressant de chercher la toxicité chronique et I’évaluation des parametres de

stress oxydatif cérébral.

- Reprendre une étude neuro-toxicologique plus détailler sur des rats femelles gestantes
et évaluer la neurotoxicité chronique de ce xénobiotique chez les descendants pour

chercher les effets néfastes sur le développement du SNC.

- Chercher la dose NOEL sans effets histopathologiques au niveau du SNC et sur la

batterie du stress oxydatif.

- Rechercher les effets améliorais des traitements avec 1’imidaclopride associée a la
supplémentassions de différents types d’antioxydants sur la neurotoxicité et le stress

oxydatif.

- Utiliser la microscopie é€lectronique afin de chercher les 1ésions a 1’échelle ultra-

structurale.
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Annexe 1

Tableau I : Propriétés Physicochimiques de I’Imidaclopride

Propriété

Résultat

Nom commercial

MIDA ®

Couleur et état physique

Solide jaune pale

Odeur

Faible odeur caractéristique

Point de fusion 144 °C
Point ou plage d’ébullition Sans objet
Masse volumique 1,54 g/cm3

Pression de vapeur a 20 °C

4 x 10-7mPa a 20 °C
9 x 10-7 mPa a 25 °C

Constante de la loi de Henry a 20 °C

Relativement non volatil dans les conditions
de terrain.

Spectre ultraviolet-visible

pH Amax (nm)
4 270
7 270
9 270

Solubilité dans ’eau a 20 °C

510 mg/L

Solubilité dans les solvants organiques a
20 °C (g/100 ml)

Solvant Solubilité (g/L)
Dichlorométhane 67
Isopropanol 2,3

Toluene 0,69
n-hexane <01

Coefficient de partage n-octanol : eau
(Koe)

Log Koe =0,57 a 21 °C

Constante de dissociation (pKa)

La substance a I’essai est tres faiblement
basique et sa protonation complete n’est
possible que dans les solvants non aqueux
en présence d’acides trés forts. On ne peut
attribuer a la substance d’essai une valeur de
pKa dans des systemes purement aqueux.

Stabilité
(Température, métal)

Aucune décomposition exothermique n’a été
observée a moins de 150 °C.

L’absence de dégagement de chaleur ou de
gaz et de changement de couleur apres 24
heures indique que ce produit est inerte dans
les essais de réduction par le zinc et
d’oxydation par le NaOCl.

(Santé Canada. ,2016)




Tableau II : Profil toxicologique de I’'imidaclopride

Pharmacocinétique

Vitesse et degré d’absorption et d’excrétion :

Dans les études du métabolisme exigées chez le rat, le méthyléne-14C imidaclopride et
I’imidazolidine-4,5-14C imidaclopride étaient rapidement absorbés apres une exposition
par voie orale, et environ 90 % de la dose administrée était éliminée dans les 24 heures.
L’excrétion urinaire était la principale voie d’élimination (70 a 91 % de la dose
administrée) dans les études exigées, et une plus petite quantité était éliminée dans les
excréments (7 a 25 % de la dose administrée). L’excrétion biliaire contribuait de fagon
importante a I’excrétion fécale, car elle représentait 87 % de la radioactivité fécale. Seules
des traces ont été excrétées dans 1’air expiré.

Distribution / organe(s)cible(s):
Apres 48 heures, la charge tissulaire totale en imidaclopride marqué au niveau du
méthyleéne représentait environ 0,5 % de la dose administrée. Les principaux sites
d’accumulation étaient le foie, les reins, les poumons, la peau et le plasma, et les sites
mineurs, le cerveau et les testicules. La charge tissulaire totale en imidaclopride marqué au
niveau de I’imidazolidine représentait environ 1 % de la dose administrée. Les principaux
sites d’accumulation étaient le foie, les reins, les poumons et la peau, et les sites mineurs, le
cerveau et les muscles.
Biotransformation :
Les données sur le métabolisme indiquent deux grandes voies de biotransformation. La
premiere voie consiste en un hydroxylation du cycle imidazolidine par le CYP3A4, qui
mene a la formation des métabolites 4-hydroxy et 5-hydroxy. Ces métabolites peuvent
former du dihydroxy-imidaclopride, subir une glucuronidation ou perdre de I’eau pour
former le métabolite oléfinique. Le clivage oxydatif du métabolite 5-hydroxy produit de
I’acide 6-chloronicotinique. La deuxieéme voie consiste en une nitroréduction par les
enzymes P450 microsomales ou par I’alternative oxydase, qui produit de la nitrosimine, des
dérivés d’amino-guanidine et du desnitro-imidaclopride. Le desnitro-imidaclopride subit un
clivage oxydatif qui le transforme en imidazolidine et en acide 6-chloronicotinique. L acide
6-chloronicotinique issu des deux voies de transformation subit par la suite une
conjugaison au glutathion.

Toxicité aigué

Les résultats des études de toxicité aigué indiquent que 1I’'imidaclopride de qualité technique
présente une toxicité élevée par voie orale et une faible toxicité par voie cutanée et par
inhalation chez le rat. Parmi les signes cliniques observés dans les études de toxicité aigué
par voie orale et par inhalation figuraient une mobilité réduite, une respiratoire laborieuse,
une horripilation et des tremblements transitoires. Parmi les autres signes observés dans les
études de toxicité aigué par voie orale, mentionnons 1’apathie, une démarche chancelante et
des spasmes. L’imidaclopride provoquait une irritation minime des yeux et de la peau chez
le lapin et n’était pas un sensibilisant cutané au test de maximalisation chez le cobaye.

Toxicité a court terme

N

Dans une étude de toxicité a court terme dans laquelle les rats ont été exposés a
I’imidaclopride par le régime alimentaire, des modifications des parametres de biochimie
clinique et d’histologie indiquant des 1ésions du foie ont été constatées. Les études a court
terme publiées menées avec 1I’imidaclopride chez le rat par gavage ont aussi révélé que le
foie était un organe cible, mais a plus faibles doses que dans 1’étude par le régime
alimentaire.




Toxicité chronique

Des effets sur les reins et les yeux et des lésions microscopiques de la thyroide ont été
observés dans 1’étude de toxicité chronique par le régime alimentaire chez le rat. Les
1ésions de la thyroide ont été décrites comme des particules minéralisées dans le colloide de
follicules isolés et n’étaient pas associées a des modifications des taux d’hormones
thyroidiennes.

Génotoxicité

La plupart des essais de génotoxicité effectués avec I’imidaclopride ont donné des résultats
négatifs. Seuls deux des 13 essais menés par le titulaire étaient positifs ; il s’agissait
d’essais cytogéniques in vitro effectués avec des lymphocytes humains (clastogénicité) et
des cellules d’ovaire de hamster chinois (échanges de chromatides sceurs).

L’ensemble des données relatives a I’imidaclopride ne donne pas a penser que ce produit
est génotoxique.

Reprotoxicité

L’étude de reprotoxicité par le régime alimentaire chez le rat n’a fourni aucune donnée
indiquant que 1’imidaclopride était toxique pour la reproduction. Au cours de cette étude,
seules des réductions de la prise de poids corporel chez les parents (avant I’accouplement)
et chez les petits (pendant la lactation) ont été constatées.

Une étude publiée de 90 jours chez le rat avec I'imidaclopride, par gavage, a révélé une
hausse du taux de FSH, une baisse du taux de LH et de progestérone et une diminution
relative du poids des ovaires a la plus forte dose administrée seulement.

(Santé Canada. ,2016)

I Matériel
I-1-Apparéillage

Bain Marie

Etuve

Distributeur de paraffine de type « Leica »
Platine refroidissante de type « Leica »
Automate de circulation de type « Leica »
Balance de précision

Microtome de type « Leica »

Microscope optique de type « Leica »

Appareil photo

1-2-Petit Matériel

Les cages en plastiques
Mangeoires et bouteilles d’eau

Seringue et aiguille de gavage



La trousse de dissection

Les cassettes en plastiques

Les moules en métal (Port-cassettes)
Les lames

Les porte-lames

Les lamelles

Les boites d’alcool et de coloration

I-3-Réactifs

L’insecticide Imidaclopride

Liquide de fixation « Formol commercialisé a 35% »
Alcool (100%, 90%, 70% »

Xylene

La gélatine

Les colorants

Liquide de montage « Eukit »

L’eau distillée

Coloration H-E
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Porte-lames Trousse de dissection



Image de I’insecticide chimique MIDA® (matiere active imidaclopride)
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II Fiches techniques

I1-1 Fiche technique de I’Imidaclopride

» Noms commerciaux de I’imidaclopride et caractéristiques :
Gaucho®, Admir®, Intercept® et Confidor® pour le traitement du sol.
Hachikusan® et Premise® pour le traitement des termites.

Mérit® et Provado® pour le soin professionnel des jardins et de gazon.

Avantage® pour le control des puces des chats et des chiens.

MIDA ® possede un tres large spectre d’action et est trés efficace sur les Pucerons et
aleurodes qui ravagent les arbres fruitiers, agrumes et cucurbitacées. MIDA ® permet une
excellente protection des plantes en phase de croissance Surtout s’il est employé en hase
d’irrigation grace a sa puissante systémie. MIDA Est hydrosoluble, non ionisable, incapable

d'adhérer aux particules et il est non Volatile sur le terrain.

»  Caractéristiques :

*  Solubilité : 609 mg - 1-1

*  Hydrolyse a pH 7 : tres stable,

*  Coefficient de partage carbone organique-eau : 247 cm3 - g-1. Ce parametre, note
Koc, représente le potentiel de rétention de cette substance active sur la matiere
organique du sol. La mobilité de la matiere active est réduite par son absorption sur les
particules du sol.

e Durée de demi-vie : 180 jours. Ce parametre, note DT50, représente le potentiel de
dégradation de cette substance active, et sa vitesse de dégradation dans le sol.

»  Stabilité : instable si expose au soleil (photolyse), mais stabilisé dans des récipients en
polyéthyleéne, si ces derniers sont exposés a la lumiere durant 24, 48, 72, 168 et 336
heures31.

* Pression de vapeur saturante : a 20 °C : 1,54 g * cm-31 : négligeable.

I1-2- Fiche technique N° :1 Fixation

Fixateur : Formol a 10%
Formule chimique : CH20
Poids moléculaire : M : 30.03



Composés :

Eau diStIllEe . ..ot 90ml
Chlorure de SOAIUIM .....o.uiiit e e e e 8520.98¢g
FOrmOL CONCENLTE ...ttt e e e e 10ml

I1-3- Fiche technique N° :2 Collage des rubans

Gélatine
GElatineg €N POUAIE. .. ...ttt et e e e e 4g
Eau distillée. ... ..o 100ml

I1-4- Fiche technique N° :3 Coloration

Coloration de I’hématoxyline éosine (HE)

-2 bains d’hématoxyline ............oooiiiiiiiii i 2 minutes chacun.
-ringage a 1’eau courante.

-un bain d’acide chlorhydrique................ccooiiiiiiiiiii 2 minutes.
-Rincage a I’eau courante.

-Un bain d’ammoOniac. . ........ovueiniiiiiti i 2 minutes.
-Rincage a I’eau courante.

SUnbain d’€0SINe .....vvnniiiiii e 30 secondes.

-Ringage a I’eau rapide.



I11. Calcul statistique

II1.1. L.a moyenne arithmétique

v+ ..+y, 1

i i

Dont :
¥ :la moyenne arithmétique.

n : Ieffectif de la série.

X : le caractere étudié.

I11.2. L.a variance

U= D" (Xi- )2
n
Dont :
v : la variance
¥ : la moyenne arithmétique.
n : Ieffectif de la série.
X : le caractere étudié
I11.3. L.’écart type
5=\v
Ou:

0 : I’écart-type

v :la variance



I11.4. Test d’homogénéité de deux échantillons :

n < 30 : loi de Student

L’hypothese nulle (H,) : les deux échantillons sont semblables, le traitement n’a pas d’effet.

On va calculer « la variance commune estimée »

U = [n102+ n2022 / ni+n2-2]%2

Ensuite I’écart réduit :

t =Imi-m2l / v[l/m + 1/n2]%2

t : I’écart réduit

m: : la moyenne arithmétique de 1’échantillon 1
m: : la moyenne arithmétique de I’échantillon 2
v : la variance commune estimée

n: : nombre de 1’échantillon 1

nz : nombre de I’échantillon 2

On compare ce (t) calculé avec la valeur de t % (ddl = n: + n2 - 2) théorique tirée de la table de
Student.

Sit < t% : I’hypothese nulle est retenue, la différence n’est pas significative, le traitement n’a
pas d’effet.

Si t > t% : I’hypothese nulle est rejetée, la différence est significative, donc le traitement a un
effet.



Annexe 2

Tableaul : Effet des différents traitements avec MIDA® sur I’évolution du poids corporel

(PC) des rats Wistar entre début et fin d’expérimentation

93% Intervalle de confiance
e Moyene

Ereur- | Lime | Limite
Movenne | Ecarttype | type | Inferewe | Superiewre |Minmale | Maximale
Poids debutexp Témoin AJ K| R A V5] N /A R Y1) R V| IR
imi 1/10 S|S0 09 2280 18eT)  1SLH] 139 10
imi 1/§0) SUOIB; S0 245 1697, 13943) 18] 138
Tota SOOI T L8 1300 1098 18 130
Poids fmexp ~ Témoin S| I8LO000]  400000) 178885 76,0333  185,%67) 178,00[ 18800
imi 1/10 SU19000001 592268 246982 1831427 1968573 18300 198,00
imi 1/§0) 5/ 1804000 6,34823) 283001 1723176  188.2824] 17300 189,00
Total SUIB3000] 674209 174083  180.0663]  187.5337) 17300] 1980




Tableau II : Effet des différents traitements avec MIDA® sur I’évolution du poids relatif et

absolue de [I’encéphale et sur [’augmentation relative du poids corporel des rats
Wistar.
95% Intervalle de
confiance de Moyenne
Erreur- Limite Limite | Minimal | Maximal
N | Moyenne | Ecart-type | type Inferieure | Superieure e e
poids relatif de Témoin 5 ,9600 03464 ,01549 9170 1,0030 90 ,99
’encéphale imi
110 5 ,9020 ,01789] ,00800 ,8798 ,9242 ,88 92
11‘7810 5| 9240 03050 01364 8861 9619 90 97
Total 15 ,9287 ,03623| 00935 ,9086 ,9487 ,88 ,99
Poids absolue de Témoin 5(1739,9200  27,62638|12,35489| 1705,6173| 1774,2227| 1692,10| 1763,90
Pencephale 11‘7110 517193200 23,05942(10,31249|  1690,6879| 1747.9521| 1695,00| 1746,40
11%10 5(1671,9600|  53,59933|23,97035| 1605,4076( 1738,5124| 1601,50| 1731,50
Total 15(1710,4000|  45,36717|11,71375| 1685,2765| 1735,5235| 1601,50| 1763,90
Augmentation relative  Témoin 50 36,3220 2,95556| 1,32177 32,6522 39,9918 32,35 39,26
du poid | imi
R 5| 31,1660 609006 272356  236042| 387278 2364 38,13
1‘}30 S| 354500]  1,75455| 78466 332714  37.6286| 3333 37.50
Total 15| 34,3127 4,40594| 1,13761 31,8727 36,7526 23,64 39,26




Tableau III : Analyse de la variance relative a 1’effet des traitements avec 1’imidaclopride sur

le poids relatif et absolue de I’encéphale et sur I’augmentation relative du poids corporel des

rats Wistar
Sommes des Moyennes
carges | ddl | descamées | F | Sig.

poids relatif de Inter- groupes 009 2 004) 5491 023
Tencephale Inira- groupes o 1 01

Total 18 14 Dif Sig
Poids absolue de Inter- groupes 12143,152 2 60715761 43701 0%
'encéphale Intra-growpes | 16671368 12 1389281

Total 28814520 14 Dif Sig
Augmentation relative  Inter- groupes 76,162 2 B8 236 1%
(upoids corporels  Tnira- groupes 195611 12[ 16301

Total R " le fon

Sig




Tableau IV : Comparaison des poids corporels et des poids relatifs et absolues de 1’encéphale
entre témoin et traités avec 1/10 et 1/80 d’MIDA avec leurs significations statistiques en

appliquant test de Tukey

Différence 95% Intervalle de
de Confiance
(I)lotsde (J) lotsde | Moyenne | Erreur- Limite Litime
Variable Dépendante rats rats (I-J) Type | Sig. | Inferieure | Superieur
poids relatif de HSDde Témoin  imi1/10 ,05800°| ,01807| ,019 ,0098 ,1062
I’encéphale Tukey imi 1/80 ,03600] ,01807| ,157 -0122 ,0842
imi 1/10  Témoin -,05800°| ,01807| ,019 -,1062 -,0098
imi 1/80 -,02200( ,01807| ,466 -,0702 ,0262
imi 1/80  Témoin -,03600{ ,01807| ,157 -,0842 ,0122
imi 1/10 ,02200| ,01807| ,466 -,0262 ,0702
P,01ds,absolue de HSDde Témoin  imi 1/10 2060000 23,5735 666 -422910| 834910
I’encéphale Tukey 5
mi 180163 o6000° 23’5732 034 5,069/ 1308510
mi /10 Témoin— 1 4 60000 23’5732 666 834910 42,2910
mi 180+ 47 36000 23’5732 152 -15,5310( 1102510
mi /80 Témoin 1 ¢ g0 23’5732 034| -130.8510[  -5,0690
mi 110+ 4736000 23’5732 152| -1102510[ 15,5310
Augmentation HSDde Témoin  imi1/10 5,15600(2,55350| ,150| -1,6564| 11,9684
relative dupoids ~ Tukey imi 1/80 ,87200(2,55350  ,938| -5,9404|  7,6844
corporels imi 1/10 Témoin -5,15600(2,55350{ ,150{ -11,9684 1,6564
imi 1/80 -4,28400(2,55350( ,253| -11,0964|  2,5284
imi 1/80  Témoin -,87200(2,55350( ,938| -7,6844|  5,9404
imi 1/10 4,28400(2,55350| ,253| -2,5284| 11,0964

* : La différence moyenne est significative au niveau de 0,05.



Tableau V : Définition des groupes homogenes de poids relatif du cerveau chez les rats

témoins et traités avec I’'imidaclopridepar le test de Student et Tukey

Sous ensemble

lots de pour a= 0,05
rats N 1(a) 2 (b)
Student-Newman- 1mi 1/10 5 ,9020
Keuls? imi 1/80 5 ,9240 ,9240
Témoin 5 ,9600
Sig. 2477 ,070
Tukey HSD?* mmi 1/10 5 ,9020
mmi 1/80 5 ,9240 ,9240
Témoin 5 ,9600
Sig. ,466 ,157

Les moyennes des groupes sont affichées dans des sous-ensembles homogenes

a. Utilise une taille d’échantillon avec une moyenne harmonique -5,000



Tableau VI : Définition des groupes homogenes de poids absolue du cerveau chez les rats
témoins et traités avec I’imidaclopride par le test de Student et Tukey

Sous ensemble pour a=

0,05

Lots de rats 1 (a) 2 (b)
Student-Newman-Keuls? Imi 1/80 1671,9600

Imi 1/10 1719,3200| 1719,3200

Témoin 1739,9200

Sig. ,068 ,399
TukeyHSD* Imi 1/80 1671,9600

Imi 1/10 1719,3200| 1719,3200

Témoin 1739,9200

Sig. ,152 ,666

Les moyennes des groupes sont affichées dans des sous-ensembles homogenes

a. Utilise une taille d’échantillon avec une moyenne harmonique -5,00




TableauVII : Définition des groupes homogenes de 1’augmentation relative chez les rats

témoins et traités avec I’'imidaclopride par le test de Student et Tukey

Sous ensemble pour o=
Lots de 0,05
rats N 1 (a)
Student-Newman- Imi 1/10 5 31,1660
Keuls® Imi 1/80 5 35,4500
Témoin 5 36,3220
Sig. ,150
TukeyHSD?* Imi 1/10 5 31,1660
Imi 1/80 5 35,4500
Témoin 5 36,3220
Sig. ,150

Les moyennes des groupes sont affichées dans des sous-ensembles homogenes

a. Utilise une taille d’échantillon avec une moyenne harmonique -5,000






