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RESUME

La toxicité par 1’acétamipride est impliquée dans plusieurs maladies humaines liées au stress
oxydant. La présente étude a pour objectif de tester la capacité de la chlorophylle en
supplémentation a moduler le stress oxydant induit par 1’acétamipride.

Vingt-quatre souris méles de race albinos ont été réparties en quatre groupes et ont subi
quotidiennement différents traitements par voie orale pendant 15jours. Le lot témoin a été
administré de I’eau distillée. Les autres lots ont été gavés respectivement par 7,2 mg/Kg/j
d’acétamipride, d’une solution aqueuse de 0,01g/ml de la chlorophylle et de 7,2 mg/kg/j
d’acétamipride suivi par une supplémentation de 0,01g/ml de la chlorophylle avec un intervalle
de 4 heures.

Chez les souris traitées par ’acétamipride, I’examen histologique du foie et des reins a révélé
la présence d’une toxicité liée a un effet pro-oxydant exprimé par une augmentation
significative de I’activité enzymatique de la catalase et de malondialdhyde. En paralléle, la
supplémentation de 0,01g/ml de la chlorophylle a entrainé la réduction de cette toxicité en
améliorant le taux des deux paramétres étudiés.

Ces résultats nous laissent suggérer que la chlorophylle peut avoir une puissance activité
antioxydante chez les souris et peut avoir un effet inhibiteur dose dépendant sur le stress
oxydant induit par I’acétamipride. Cependant, la dose 0,01g/ml de la chlorophylle reste
insuffisante pour donner des résultats significatifs.

Mots clés: Acétamipride, Chlorophylle, Effet pro-oxydant, Souris, Stress oxydant, Toxicité.



ABSTRACT

Acetamiprid toxicity is implicated in several human diseases related to oxidative stress. This
study was designed to test the ability of supplemented chlorophyll to modulate acetamiprid
induced oxidative stress.

Twenty-four male albino mice were divided into four groups and received orally different
treatments for 15 days. The control lot was administered with distilled water. While other lots
were gavaged respectively by 7.2 mg / Kg / day acetamiprid, an aqueous solution of 0.01 g/ml
of chlorophyll and 7.2 mg / kg / j d'acétamipride followed by supplementation of 0.01g / ml of
chlorophyll with an 4 hours interval.

In mice treated with acetamiprid, histological examination of the liver and kidney revealed the
presence of toxicity linked to a pro-oxidant effect expressed by a significant increase in the
enzymatic activity of catalase and malondialdhyde. In parallel, supplementation of 0.01g / ml
of chlorophyll led to the reduction of this toxicity by enhancing the concentration of the two
parameters studied.

These results allow us to suggest that chlorophyll can have a potent antioxidant activity in mice
and may have a dose-dependent inhibitory effect on acetamiprid induced oxidative stress.
However, 0.01g/ml of chlorophyll is insufficient to give significant results.

Key words: Acetamiprid, Chlorophyll, Pro-oxidative effect, Mouse, Oxidative stress, Toxicity.
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INTRODUCTION

L’utilisation généralisée des pesticides en milieux agricole, santé publique et
commercial a travers le monde est une indication de leur importance (Alavanja et al., 2004)
malgré qu’ils entrainent 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
I'intoxication dépend de la toxicité du produit en cause, du mode de pénétration, de la dose
absorbée, de la physiologie et de l'age du sujet (De Miguel-Bouzas et al., 2012).
Malheureusement, le grand public est trés peu informé des risques de ces produits autorisés
pour l'utilisation domestique, pour la santé et pour I'environnement.

L'acétamipride (ACE), un membre de la famille des insecticides néonicotinoides
(Gibbons et al, 2015; Chakroun et al. 2016) est utilisé régulierement pour la protection des
cultures contre une grande variété d’insectes nuisibles (Sanyal et al., 2008; Kushwaha et al.,
2018; Zoumenou et al., 2019). Il agit comme agoniste du neurotransmetteur d’acétylcholine
dans le systeme nerveux des insectes cibles (Chakroun et al. 2016 ; Paquet et al., 2019).
Nombreuses études epidémiologiques ont montreé les effets toxiques I’ACE chez I’Homme et
les animaux tels que la neurotoxicité, I'immuno-toxicité, I'hépatotoxicité et la néphrotoxicité
(Son et al., 2017) ainsi que des effets cytotoxiques reproductifs (Bal et al., 2012). En effet,
I’ACE est connu pour son action d’affecter directement le systéeme de défense cellulaire par
une production massive des especes réactives de 1’oxygeéne (ROS) particulierement toxiques
pour I’intégrité cellulaire (Shadnia et al., 2005 ; Chakroun et al. 2016).

Les travaux de Yan et al. (2020) viennent confirmer 1’implication du stress oxydatif
dans le mode d’action des néonicotinoides sur le métabolisme des acides aminés a travers la
libération des 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 souvent irréversibles
pour la cellule (Chen et Wong, 2009 ; 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 I'environnement.



Une bonne hygiéne de vie ainsi que de bonnes habitudes alimentaires jouent
également un réle primordial dans le maintien d’un potentiel antioxydant optimal. Des
facteurs nutritionnels bioactifs, tels que ceux contenus dans les plantes vertes, peuvent étre
impliqués dans la protection des individus contre le développement des inflammations et des
dommages cellulaires. La chlorophylle et d'autres composés tétrapyrroliques, qui sont
structurellement apparentés a la bilirubine (le puissant pigment biliaire antioxydant) (Vitek et
Ostrow, 2009) sont parmi les molécules candidates importantes qui sont considérées comme
responsables de cet effet protecteur (Ferruzzi et Blakeslee, 2007). Cette biomolécule, une
porphyrine de magnésium estérifiée au phytol, est intrinséquement incorporée dans la chaine
alimentaire humaine et représente des composés naturels dotés d'une puissance biologique
(Kréutler, 2008; Suparmi et al., 2016; Vankova et al., 2018). Son activité antioxydante est l'un
des effets benéfique pour prévenir a la fois les dommages oxydatifs de I'ADN et de la
peroxydation lipidique en réduisant les ROS (Vankova et al., 2018).

Vu I’absence des données publiées décrivant I’effet direct de la chlorophylle sur la
toxicité des insecticides médiée par le stress oxydant, la présente étude a été congu dans le but
de chercher cet effet chez des souris males intoxiquées par I’acétamipride a court terme. Nous
avons choisi pour cette étude les sites de détoxification des substances toxiques a savoir le

foie et les reins.
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1.1. GENERALITES SUR LES INSECTICDES NEONICOTINOIDES

Les insecticides de type néonicotinoides sont des analogues synthétiques de la nicotine
qui est un alcaloide naturel extrait des feuilles de tabac et utilisé depuis des siecles comme
insecticide (Jeschke et al., 2011). Des milliers de tonnes de néonicotinoides sont largement
utilisés dans le monde comme insecticides systémiques a large spectre et médicaments
vétérinaires (Wang et al., 2018). Ces insecticides sont des neurotoxiques dont leur cible est le
récepteur post-synaptique a I’acétylcholine (AChe) dont le blocage induit la paralysie et la mort
de I’insecte (Seifert et al., 2005).

Sept substances néonicotinoides ont été exploitées depuis leur introduction sur le
marché : la clothianidine, le dinotéfurane, I’'imidaclopride, le nitenpyrame, le thiaclopride, le

thiaméthoxame e I’acetamipride (Figure 1) (Wang et al., 2018).
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Figure 1 : Structures chimiques de certains insecticides néonicotinoides
les plus importants (Wang et al., 2018).

1.1.1 Toxicité des néonicotinoides
Les néonicotinoides ont des effets négatifs sur la physiologie et la survie pour un large
2015).

L’intoxication par néonicotinoides a des effets toxiques sur la reproduction, le développement,

éventail d'invertébrés terrestres, aquatiques et marins non-cibles (Pisa et al.,

le systéeme immunitaire et endocrinien et sur le la cancérogénese chez ’Homme et ’animal

3
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(Samuel, 2001). Les effets sur la reproduction ont été prouvés chez plusieurs animaux y compris
les lapins, les rats et les souris. L’étude de Robitaille (2014) a rapporté une augmentation
statistiquement significative de la testostérone chez des sujets exposés aux néonicotinoides dans
un milieu agricole. Cette augmentation a été remarquée chez les rats males intoxiqués par
I’imidaclopride (Nabiuni et al., 2015). Au niveau du sang, les données sur la toxicité des
néonicotinoides sont élémentaires. Les travaux de Mondal et al. (2009) ont montré que
I’acétamipride est toxique chez les rats wistar en provoquant une augmentation significative du
nombre total des neutrophiles et une diminution significative des lymphocytes aprés 28 jours
de traitement a différentes doses, 25, 100 et 200 mg/kg/jour. Alors que 20mg/kg/j
d’imidaclopride était capable d’induire une hépatotoxicité et une neurotoxicité chez les rats par
I’augmentation de ’activité enzymatique de la phosphatase alcaline et des transaminases et
I’inhibition de I’activité acétylcholinestérase (Bhardwaj et al., 2010). Banerjee et al. (2014) ont
obtenu les mémes effets sur ’acétylcholinestérase chez des rats traités par le pendimethaline,
un herbicide. Ces insecticides interferent principalement les canaux ioniques, les
neurotransmetteurs et I’AChE en empéchant la transmission de 1’influx nerveux (Kanthasamy
et al., 2012) (Figure 2).

Pyréthrinoides
Organochiores, Néonicotinoides
/ Oxadiazines Spinosad

| }if;’ :‘I': = _=» / I

. D ?I; @ C ’—=+ RAChR .
\ ?‘?
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N

Organophosphorés
Carbamates

;

&
Présynaptique [ Postsynaptique

Figure 2 : Représentation schématique d’une synapse cholinergique avec les cibles
principales des néonicotinoides.
ACh : acétylcholine ; AChE : acétylcholinestérase ; NAChR : récepteur cholinergique de type
nicotinique ; Na : canal sodium
(Modifié d’aprés Raymond-Delpech et al., 2005).
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1.1.2. Toxicité de ’acétamipride

Les pesticides peuvent présenter un risque de toxicité soit en raison de leurs propriétés
physico-chimiques soit en raison de leur réactivité chimique. Les propriétés physico-chimiques
de I’acétamipride (tableau I) le rend peu persistant dans I’environnement (Sheets, 2010 ; Testud,
2014; Terayama et al., 2016). Cet insecticide joue un role d’inhibiteur irréversible sur
I’acétylcholinestérase laissant une concentration élevée de 1’acétylcholine dans la fente

synaptique favorisant une sensibilisation continue des récepteurs a ’acétylcholine (nAChR).

Tableau | : Principales caractéristiques de I’acétamipride (Testud, 2014).

Formule chimique C,oH;,CIN,

Cl—{  sr—CHoM _

5 - CH3
N—

Structure
g
Il

M —CHN

Nom chimigue (E)-N-[(6-Chloro-3-pyridinyl)méethyl]-N'-cyano-N-méthyléthanimid

Propriétés
physicochimiques
Persistance d’action
Teneurs max en résidus
dans les denrées

DJA

DL.so

Organes cibles

Poudre blanche peu hydrosoluble (3 & 4 g/L. selon pH) et non volatile
(tension de vapeur < 1 uPaa 25=C)
Demi-vie sur le sol comprise entre 1 et 8 jours.

0.01 a 5mg/kg selon le type de culture

70 pg'kg/jour pour I'homme
195 mg/kg par voie orale. >2000 mg/kg par voie dermale chez le rat

SNC : ataxie et trémulations. Foie : hypertrophie Centrolobulaire

NOAEL 7 mg/kg/jour

Génotoxicité Résultats équivoques sur tests in vitro, négatifs sur tests in vivo

Reprotoxicité Pas d’effet tératogene m feetotoxique (rat, lapin)

Les études sur la toxicité expérimentale de I’acétamipride par voie dermique indiquent
qu’elle est vraisemblablement extrémement faible (Di Prisco, 2013). Alors que la voie
respiratoire est négligeable compte tenu de I’absence de volatilité des molécules d’ ACE. Il peut
néanmoins exister une déglutition secondaire de microgouttelettes d’aérosols inhalées (David
et al., 2007 ; Terayama et al., 2016).

La nature lipophilique de I’acétamipride facilite son passage par toutes les barrieres
biologiques. Sa distribution digestive est rapide et complete et le pic plasmatique est obtenu a
la deuxiéme heure (Terayama et al., 2016). Dans 1’organisme, 1’acétamipride est converti par

plusieurs étapes en methylamine, produit plus actif que la molécule mére (Dively et al., 2015)
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(figure 3). Une fraction de 1’ordre de 10% de I’ ACE est éliminée sous forme inchangée. I1 n’ya
pas d’accumulation d’ACE dans 1’organisme, plus de 90% d’une dose orale sont éliminés en
moins de 72 heures par deux voies, urinaire principalement et fécale (Sheets, 2010 ; Chen et
al., 2014).

c,..._ m‘._cu

Acetamiprid n'L \

RS
S TS c,-G“.
1

("‘.

%
O\,

(:;. \ %

C

:“'c.: /\I c}anoacelamldme o

Chloropyridyl melhylu ﬂﬁ l
FSaon _
L=
b
CH;~
Methyl methylamine
a
Elimination

urinaire

COH
Meéthylamine 1

Figure 3: Voie de métabolisme de ’acétamipride dans I’organisme
(Tian et al., 2016).

1.1.2.1. Toxicité environnementale

L'utilisation extensive de 1’acétamipride a conduit a la contamination de
I'environnement, y compris le sol, I'eau et les produits alimentaires (Goulson, 2013; Sun et al,.
2017; Annabi et al., 2019). En raison de sa dégradation rapide, I’ACE ne persiste pas dans
I’environnement par contre, Ses metabolites présentent un plus grand risque pour

I’environnement (Wallace, 2014).

1.1.2.2. Toxicité sur la santé humaine et animale

L’ACE comme les autres insecticides peuvent avoir des effets nocifs sur les organismes
non cibles (Camlica et al., 2018).

L’acétamipride posseéde une toxicité aigiie par voie orale. Il est actuellement classé nocif
en cas d’ingestion. Cependant, I’autorité européenne de sécurité alimentaire (EFSA), dans les

derniéres conclusions publiées en novembre 2016, propose de le classer comme Toxique en cas
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d’ingestion. L’acétamipride n’induit pas d’irritation cutanée, ni oculaire et ne présente pas de

proprietés de sensibilisation cutanée.

La toxicité de I’ ACE sur I’hématologie des souris et des rats intoxiquées a été confirmée
par plusieurs chercheurs. Singh et al. (2012) ont enregistré une diminution significative du
profil sanguin chez les souris alors que les rats ont subi une diminution du taux de
I’hémoglobine et 1’hématocrite (Chakroun et al., 2016). Les rats ont présenté aussi une
régression du taux de glycémie, du cholestérol et des lipides de faible densité (Mondal et al.,
2014a) et en parallele une augmentation des concentrations de calcium, de phosphore, de
sodium, de potassium, de chlorure, de zinc, de cuivre, de fer et de cobalt dans le plasma (Mondal
et al., 2014b).

Au niveau de la rate des souris males intoxiquées, I’ACE cause des lésions, une
dépléetion des lymphocytes dans la gaine lymphoide péri artériolaire et dans la zone marginale
de la pulpe blanche (Marzouki et al., 2017).

La toxicité de I’ACE sur la reproduction a été demontrée chez des souris males qui ont
présentés des changements au niveau du poids des testicules, de ’épididyme, des vésicules
séminales, de la prostate, de la quantité de sperme, du taux de testostérone, de la viabilité et de
la mobilité des spermatozoides avec la présence d’anomalies au niveau des mitochondries et du
réticulum endoplasmique dans les cellules de leydig (Zhang et al., 2011).

Kimura et al. (2012) ont étudié I’effet de I’acétamipride sur les neurones cérébraux des
rats nouveau nés. Ces chercheurs ont constaté que I’ ACE a des effets excitateurs sur les NAChR.
Sano et al. (2016) ont suggéré que I’exposition a I’ACE, in vitro, et pendant la période de
lactation peut provoquer une anxiété et influence le comportement liée a la vie de groupe chez
les souris males.

Les effets toxiques subchroniques de I’acétamipride ont été évalués dans des études par
administration orale répétée (90 jours) chez le rat, la souris et le chien ainsi que dans une étude
pendant 1 an chez le chien. Le principal effet observé chez toutes les espéces testées est la
diminution significative du poids corporel comparativement aux animaux. Chez le rat et la
souris, il est également observé des effets sur le foie (hypertrophie centrolobulaire) indiquant
un hyperfonctionnement hépatique considéré traitement-dépendant (Zhang et al., 2011). Sur la
base des effets hépatiques, la dose sans effet néfaste observé (NOAEL) orale a été fixée a 200
ppm chez le rat (soit 12,4 mg/kg pc/j chez les rats males et 14,6 mg/kg pc/j chez les rats
femelles) et a 800 ppm chez la souris (soit 106,1 mg/kg pc/j) (Singh, 2012).
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Concernant la génotoxicité, des effets clastogenes ont été observés in vitro. Cependant,
I’ensemble des essais in vVivo n’ont pas montré pas d’effet clastogéne. Les effets rapportés dans
les études de génotoxicité ne conduisent pas a proposer de classement « génotoxique »
(Kocaman et Topaktas, 2007).

1.1.2.3. Induction du stress oxydatif par acétamipride

a- Stress oxydatif : il est défini comme une agression biologique complexe des cellules due a
une insuffisance en apport d’antioxydants suit a un exceés des radicaux libres (Favier, 2006)
(figure 4) ou bien un déséquilibre entre la production des espéces réactives de I’oxygene/azote
(ERO) et la capacité antioxydante cellulaire (Migdal et Serres, 2011).

cellule attaguee cellule avec
cellule normale par des radicaux stress oxydatif

Figure 4 : Effet du stress oxydatif sur la cellule (Benjamin, 2014).
L’environnement est une des deux origines d’une augmentation de la production des
radicaux libres dans 1’organisme. Plusicurs facteurs environnementaux sont incriminés dans la
production excessive de ces radicaux et la genération du stress oxydatif. Parmi ces facteurs,
I’exposition aux rayons UV, aux micro-ondes et a des champs magnétiques, aux métaux lourds,

aux pesticides, le tabagisme et 1’alcool, la prise de médicaments et autres (Richard, 2013).

b-Mécanisme d’action (figure 5): le stress oxydatif induit par les néonicotinoides a un role

important dans la stimulation de I'apoptose et les voies de signalisation cellulaire (Kusuyama
et al., 2015 ; Wang et al., 2018).
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Neonicotinoids
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Figure 5: Mode d'action induit par le stress oxydatif
propose pour les néonicotinoides (Wang et al., 2018).

Etant donné que 1’acétamipride est un membre de la famille des néonicotinoides, il peut
induire un stress oxydatif conduisant a la géneration des espéces réactives de I’oxygene (ROS)
ou des espéces réactives oxygénées et azotées (RNS) et aux effets toxiques associés (Duzguner
et Erdogan, 2012 ; EI-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 I’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 mitogénes 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).
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La peroxydation de lipides fournit ainsi une grande variété de produits, dont certains
peuvent réagir avec les protéines et I’ADN. Parmi les produits formés lors de la peroxydation
lipidique, I’isoprostane, le malondialdéhyde (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 al., 2006).

Biomarqueurs du SO
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Figure 6 : Marqueurs biologique de stress oxydant.
(Kamat et al., 2000)

1.2. GENERALITE SUR LES ANTIOXYDANTS

Le terme d’antioxydant désigne toute substance qui, présente a faible concentration par
rapport a celle du substrat oxydable, retarde ou inhibe significativement 1’oxydation de ce
substrat (Pastre et Priymenko, 2007). Les antioxydants peuvent empécher ou retarder les
processus d'oxydation causés par les radicaux libres et les espéces réactives de lI'oxygéne (ROS)
(Heo et al., 2007).

10



Chapitre | Rappels bibliographiques

1.2.1. Antioxydants enzymatiques

Les principaux systémes enzymatiques comprennent les superoxydes dismutases

(SOD), la catalase (CAT) et plusieurs formes de glutathion peroxydases (GSH-PX) (Jacob et

al., 2006 ; Garrel et al., 2007; Rochat, 2014) (Figure 7).
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Figure 7 : Mode d’action des principaux systémes enzymatiques antioxydants
et de leurs cofacteurs métalliques (Lamamra, 2016).

1.2.1.1. Superoxyde dismutase

Le superoxyde dismutase (SOD) est I'un des antioxydants enzymatiques intracellulaires

les plus efficaces (Rahman, 2007), ce sont des métallos enzymes retrouvées dans toutes les

cellules animales ou végeétales. Leur structure forme un puits hydrophobe au centre de la

protéine, puits dans lequel se glisse 1’anion superoxyde.

Le SOD convertit le superoxyde en peroxyde d'hydrogeéne et oxygéne moléculaire selon

la réaction suivante (Mates, 2000).

11
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Superoxyde

207 F2HtY  — H202+ 02
Dismutase
Le mécanisme réactionnel est catalysé par un métal situé au coeur de I’enzyme dont la
nature permettra de distinguer les superoxydes dismutases a manganese (MnSOD) protégeant
la mitochondrie. Les superoxydes dismutases a cuivre-zinc protégent le cytosol (cCu-ZnSOD),
la face externe de la membrane des cellules endothéliales (ecCu-ZnSOD) ou le plasma sanguin
(pCu-ZnSOD) (Favier, 2003).

1.2.1.2. Glutathion peroxydases

La glutathion peroxydase (GPx) est une enzyme dépendante du sélénium (Akbas et al.,
2005). Elle contient un seul résidu séléno-cystéine (SeCys) dans chacune de ces gquatre sous-
unités identiques, ce qui est essentiel pour l'activité enzymatique. La GPx agit en synergie avec
la SOD puisque son rdle est d’accélérer la dismutation du H202 en H20 et O2. Lors de cette
réaction deux molécules de glutathion réduit (GSH) sont oxydées en glutathion-disulfure
(GSSG) (Cardin, 2008). Le maintien de ’activité de la GPx nécessite la régénération du
glutathion (GSH) assurée par la glutathion réductase selon la réaction (Démrarchez, 2012).

3GSSG + 2NADPH + H MO0 ) GSH + NADP®
réeductase

1.2.1.3. Catalase

La catalase (CAT) est une enzyme héminique capable de transformer le peroxyde
d’hydrogéne en eau et oxygene moléculaire (Bonnefont Rousselot et al., 2003). Elle est
essentiellement présente dans les peroxysomes, mais aussi dans les mitochondries et dans les
érythrocytes (Deaton et Marlin, 2003). La catalase est aussi responsable de 1’élimination de
I’H202 par une transformation en H20 et O2. Contrairement a la GPx, 1’affinité de la catalase

pour ’'H202 est ¢levée seulement lorsque les teneurs en peroxyde d’hydrogene sont accrues

(Zerargui, 2015).

12
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1.2.2. Antioxydants non enzymatiques

Contrairement aux enzymes antioxydants, la plupart des antioxydants non enzymatiques ne
sont pas synthétisés par I’organisme et doivent étre apportés par I’alimentation. Dans cette
catégorie :

[.2.2.1. Antioxydants non-enzymatiques d’origine endogéne

Ils existent de nombreux réducteurs endogenes participant a la protection de I’organisme

contre les ERO, les plus importants étant le glutathion réduit, la bilirubine et I’acide urique.

Le glutathion réduit (GSH) : est un antioxydant peptidique abondant dans I’organisme ou il joue
un important role de protection des tissus et des protéines transporteuses d’ions redox actifs
comme I’hémoglobine, la transferrine, la ferritine, I’albumine. Le GSH est capable de régénérer
les vitamines E et C oxydees. Il est détoxifiant au niveau hépatique et peut se lier aux meétaux
toxiques (mercure, arsenic, ect.) (Hargreaves et al., 2002; Lyn Patrick, 2006).

L’acide urique : est comme produit final du metabolisme des purines, augmente dans le plasma
lors d’efforts physiques intenses, ou lors d’une exposition a I’hypoxie (altitude, apnée,
ischémie-reperfusion) (Baillie et al., 2007). Il a été proposé comme un des meilleurs
antioxydants du plasma in vivo, ou il pourrait contribuer a 35-60 % de la capacité antioxydante
totale (Johnson et al., 2009).

La bilirubine : est un produit terminal de la dégradation de ’héme et résulte essentiecllement du
catabolisme de I’hémoglobine par les cellules réticuloendothéliales. Ce composé liposoluble
est capable de piéger les radicaux peroxyle, I’oxygene singulet et le radical hydroxyle,
protégeant ainsi I’albumine et les acides gras liés a I’albumine des attaques radicalaires

(Algeciras-Schimnich et al., 2007).

[.2.2.1. Antioxydants non-enzymatiques d’origine exogene

La vitamine E : La vitamine E ou a-tocophérol est le principal antioxydant de la famille des
tocophérols. Le caracteére hydrophobe de la vitamine E lui permet de s’insérer au sein des acides
gras de la membrane cellulaire et des lipoprotéines ou elle joue un rdle protecteur en empéchant
la propagation de la peroxydation lipidique induite par les radicaux libres. Elle pourrait
augmenter I’activité des SOD et des CAT (Margaritis et al., 2003; Lyn Patrick, 2006).

13
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La vitamine C : ou acide L-ascorbique est hydrosoluble. Elle joue un rdle de prévention de
I’oxydation dans le plasma et les fluides extracellulaires, dont elle est considérée comme le plus
important antioxydant (Delattre et al., 2005). La vitamine C inhibe également la peroxydation
lipidique. Ses fonctions sont nombreuses : contribution au bon fonctionnement du systeme
immunitaire, implication dans la synthese du collagéne et des globules rouges ainsi que dans
les mécanismes de métabolisation du fer (Haleng et al., 2007).

Les caroténoides : ce sont des pigments vegétaux, présents en abondance dans les légumes verts

et orangés, les fruits fortement pigmentés et certaines especes de poissons. lls jouent le role
d’antioxydants en inhibant les radicaux hydroxyl, les anions peroxyde et le peroxyde
d’hydrogéne (Tissier, 2011).

Les polyphénols : ils constituent une famille de molécules trés largement répandues dans le

régne végétal. On les trouve dans les plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits. Les
polyphénols sont des métabolites secondaires, ce qui signifie qu’ils n’exercent pas de fonctions
directes au niveau des activités fondamentales de I’organisme végétal, comme la croissance, ou
la production (Yusuf, 2006). La famille la plus abondante de polyphénols présents dans
l'alimentation humaine, est les flavonoides. Ces derniers sont des piégeurs efficaces des
radicaux libres les plus pro-oxydants, particulierement impliqués dans la peroxydation lipidique
(Dunlap et al., 2006 ; Halliwell et Gutteridge, 2007 ; Tissier, 2011).

Vitamine A : elle est un nom générique pour les rétinoides et les provitamines A ou les
caroténoides (Wolinsky, 1998). Les rétinoides sont présents dans les aliments d’origine
animale, alors que les provitamines A (béta-carotene, lutéines, lycopenes, etc.) se rencontrent
dans de nombreux fruits et Iégumes. Le béta-caroténe est le principal précurseur de la vitamine
A. La vitamine A est responsable de la neutralisation de singulet d’oxygene, d’anion super
oxyde, de peroxynitrites, de radicaux lipidiques et son action se fait dans les milieux lipidiques
(Fisher-Wellman et Bloomer, 2009).

- Le sélénium : est un oligo-élément de numéro atomique 34 et de masse atomique 78,96
(Reilly, 2006). 11 joue un réle clé dans la protection des cellules et de leurs constituants contre
’attaque radicalaire. Cette fonction est due a sa présence dans le site actif des glutathions
peroxydases séléeno-dépendantes, et a I’activité biologique anti radicalaire des séléno-protéines
(Burk, 2002).

- Le zinc: est un oligo-élément de numéro atomique 30 et de masse atomique 66,39 (Mader,
2010). Le zinc joue un rdle antioxydant indirect en assurant la stabilisation de la Cu-Zn SOD
(Powell, 2000).

14



Chapitre | Rappels bibliographiques

1.2.2.3. Chlorophylle source d’antioxydants

La chlorophylle, une porphyrine de magnésium estérifiée au phytol, est I'une des
biomolécules les plus abondantes sur Terre (Krautler, 2008). C’est un pigment vert
photosynthétique présent dans les matiéres alimentaires d'origine végétale ainsi que dans les
compléments nutritionnels tels que la spiruline et les extraits de Chlorella vulgaris (Zhang et
al., 2018). La structure de la chlorophylle est proche de I’hémoglobine humaine. La différence

majeure est que la chlorophylle transporte des atomes de magnésium, alors que chez I’humain,
il s’agit de fer (Caroline, 2019) (figure 8).

~
-

Human Blood
Hemoglobin Plant Chlorophyll

Figure 8 : Structure de la chlorophylle et de I’hémoglobine.

En raison de ces multiples effets biologiques (Vankova et al., 2018), notamment l'anti-
génotoxicité, le piégeage des mutagenes I'immun modulation et activités antioxydantes et
apoptotiques, les chlorophylles ont été proposées comme agents chimio-préventifs alimentaires

importants (Donaldson, 2004 ; Ferruzzi et al., 2007).

La chlorophylle est une arme intéressante pour stimuler la production d’hémoglobine et
de globules rouges chez les personnes anémiées ou encore les sujets ayant subi des accidents
cardiovasculaires. Des chercheurs ont ainsi suggéré que le jus d’agropyre (graine de blé

germée) contenant 70 % de chlorophylle, pouvait étre une aide intéressante pour traiter les

15
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pathologies liées a la déficience d’hémoglobine comme 1’anémie ou les thalassémies (Chauhan,
2014).

Le pouvoir oxygenant de la chlorophylle débouche sur une meilleure régénération et
cicatrisation des tissus (Caroline, 2014). Un article émanant d’un lieutenant du corps médical
de I’armée américaine révele ainsi ’utilisation de derivés solubles de la chlorophylle dans le
traitement de blessures de guerre (Robert, 2008). La chlorophylle était ainsi utilisée pour son
pouvoir cicatrisant mais aussi antibactérien. Elle permettait de surcroit d’éliminer les odeurs
liées aux infections (Caicai et al., 2020).

Les antioxydants contenant dans la chlorophylle s’opposent aux radicaux libres ce qui
permet de ralentir le vieillissement cutané (Caroline, 2014 ; John et al., 2016).
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Notre étude a pour but la recherche de la toxicité expérimentale a court terme d’une
faible dose d’acétamipride (7,2 mg/kg/j correspondent a 1/1000 DL50) a I’échelle tissulaire et
’activité antioxydante d’une faible dose de la chlorophylle chez les souris méles adultes de
souche MNRI et son effet sur le stress oxydant induit par I’insecticide.

Le rein et le foie font I’objet d’une étude histologique afin de chercher les altérations au
niveau des parenchymes. La recherche du stress oxydant est basée sur le dosage du taux de
deux paramétres a savoir le malondialdéhyde et I’activité catalase.

Notre étude a été réalisée sur une période de 4 mois, étalant de mois de mars au mois de
juillet 2019.

» L’expérimentation animale a été réalisée au laboratoire de pharmacotoxicologie du
Centre de Recherche et de Développement (Saidal-Gué de Constantine, Alger).
> Les différents dosages du stress oxydant ont été effectués au laboratoire des projets de
fin d’études de la Faculté SNV a I’Université Blida-1.
» La technique histologique a été faite au laboratoire d’histologie au service de Cytologie
a I’Hopital Nafissa Hamoud d’ Alger.
Les etapes de cette étude ont été menées conformément aux normes établies par
I’Organisation de Coopération et de Développement Economiques, Guideline-407, adopté le
03 octobre 2008. Les essais de la toxicité expérimentale permettent d’évaluer les effets toxiques

qui apparaissent dans un temps court de deux semaines aprés I’administration d’une substance.

I.L1L.MATERIEL

11.1.1.Matériel animal

Notre étude a été menée sur un échantillon de 24 souris albinos males adultes de souche
NMRI, agés de deux mois, provenant de I’animalerie de I’unité de production SAIDAL de Gué
de Constantine, Alger. Le poids moyen des souris est 35,53g +0,14.Chaque animal a fait I’objet

des prélévements de deux organes, foie et rein.

11.1.2.Matériel technique

L’ensemble d’appareillage, verrerie, solutions et des réactifs utiles pour les dosages et

I’histologie sont présentés dans I’annexe 1.
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Deux molécules synthétiques ont fait 1’objet de notre étude, 1’acétamipride (ACE) qui
et la chlorophylle, un complément alimentaire commercialisé sous le nom de SUPER
CHLOROPHYLL par le fabriquant Unicity aux Etats-Unis.

11.1.2.1.Insecticide

L’acétamipride, sous forme de poudre blanche, est emballé dans des sachets en
aluminium de 50g chacun (Figure 9 dans I’annexe 1). La dose utilisée dans cette étude est 7,2
mg/kg qui correspondent & 1/1 000DLso.Elle fait partie d’une grande gamme de doses
expérimentales testées par notre équipe de recherche. Compte tenu de la pureté de produit qui
est de 0,24 g/L, le calcul de la dose administrée aux souris est comme sulit :

La dose (7,2 mg/kg/j)
X

1000 g du poids corporel
Poids corporel de la souris traitée (g)

A 2 4

X= La quantité de matiére active nécessaire (M.A)= (Poids corporel x dose)/ 1000

Si nous prenons en compte la pureté du produit qui est de 20%, les 100mg de produit
contient 20mg de matiere active. Alors, la quantité a dissoudre (Y) égale a la quantité de la
matiere active nécessaire x100/20.

A titre d’exemple : pour un poids corporel 35g, la quantiteé de M.A. nécessaire égale a
35x7,2/1000= 0,522mg. La quantité a dissoudre = 0,522x100/20= 2,61mg.

La chlorophylle (CHL) est présentée sous forme d’une poudre verte dans une boite en
plastique de 92gavec une pureté de 2g/L. La dose choisie est de 0,01g. Elle est calculée comme

suit :

Selon la notice du fabriquant, ’'Homme peut prendre une dose journaliére de 3 Cuilleres a
soupe, équivalent de 45¢g dilués dans 1500ml d’eau. Pour une 1 Cuillére a soupe (15g), le
volume d’eau est de 500 ml. Dans 1 ml, la dose est de 0,03 g/j. Vu la taille des souris, nous

avons choisi une dose expérimentale inféricure a celle prescrite chez ’'Homme, 0,01g/j.

11.2. METHODES

11.2.1.Elevage des animaux

L’¢levage a été réalisé dans une picce éclairée 12 heures par jour, et dont la température
est maintenue constante (22 a 25°c). Les souris ont été placées dans des cages en polypropyléne

comportant une litiére de copeaux de bois. Les cages ont été nettoyées une fois sur deux jours
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tout au long de I'expérimentation. La nourriture et I’eau ont été fournies ad libitum. L'aliment,
sous forme de granulés, est composé d'un concentré équilibrée glucides, protéines, lipides,
vitamines et minéraux (49,80%, 34,50%,10% et5, 70% respectivement). La durée d’adaptation
est de 7 jours.

Les manipulations effectuées sur les souris 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 législation Algérienne de la protection des animaux
d’expérimentation utilisées a des fins scientifiques [loi n°12-235 /2012 ; Décret exécutif n°® 10-
90].

11.2.2.Expérimentation

Apres la période d’adaptation, les souris ont été marquées et réparties en quatre lotsde

6 chacun (figure ....a).

% Lot 1: Les souris ont recu 1ml /j de ’eau distillée par voie orale. Elles constituent le lot
des témoins.

+ Lot2 : Les souris ont été administrées quotidiennement par voie orale de 7,2mg/kg/j
d’ACE dissoute dans 1ml/Kg d’eau distillée.

+ Lot3: Les souris ont été gavées quotidiennement de 0,01g de chlorophylle dissoute

dans 1ml d’eau distillée.

% Lot 4 : les souris ont été gavées quotidiennement par 7,2mg/kg/j d’ ACE suivi, 4 heures

d’intervalle, de 0,01g de chlorophylle dissoute dans 1ml d’eau distillée (figure .....b).

La prise de poids corporel a été renouvelée quatre fois : avant le gavage (JO), apres cing
jours (J5), aprés dix jours (J10) et a la fin de I’expérimentation (J15). Les doses ont été ajustées
chaque cing jour en cas de changement du poids corporel de la souris traitée par I’acétamipride.
Cependant, la dose de la chlorophylle n’a pas été modifiée durant 1’expérimentation pendant 15
jours d’expérimentation, les cages de souris ont été approvisionnées de I’eau et la nourriture a

volonté.
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Figure 10 : Confection des lots expérimentales et méthode de gavage des souris
(Photo originale).

11.2.3.Sacrifice des animaux et prélévement des échantillons

Les foies et les reins ont été séparément nettoyés du sang avec un papier absorbant et
débarrassés du tissu adipeux puis peses.

Leurs poids relatifs ont été calculés par la formule suivante :
Poids relatif =poids du foie (g) / poids des souris (g) X100

11.2.4.Détermination des parametres du statut oxydant/antioxydant.

Les méthodes de dosage des parametres du stress oxydant varient selon le parametre
choisi. Dans notre étude, les dosages vont consister a déterminer les concentrations du
malondialdéhyde (MDA), marqueur de la peroxydation lipidique, et I’activité de la catalase

(CAT), enzyme du systeme antioxydant cellulaire, dans les homogénats rénaux et hépatiques.

11.2.4.1.Préparation de ’homogénat tissulaire

100 mg de chaque organe (rein et foie), de tous les lots de souris, ont été plongés dans
un mélange de 10 ml de tampon phosphate (0,2 mM et pH 7,4) et1% de triton X-100 puis
homogénéisés a froid (4°C), a 800 rpm a I’aide dun broyeur homogénéisateur de Potter Thomas
(SS2) pendant 30 a 40 secondes. Le broiement a été fait avec un pilon en Téflon dans pour
d’échantillon et (Figure 11).Apres trois cycles de congélation-décongélation qui servent a

détruire les membranes plasmiques des cellules, les homogénats ont été procédé a une
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centrifugation a 10000g a température 4°C pendant 20 minutes. Les surnageant ont été ensuite

récupérés dans des tubes eppendorfs puis conservés a -40°C afin d’effectuer différents dosages.

Figure 11 : Broyage tissulaire a I’aide d’un homogénéisateur SS2
(Photo originale).

11.2.4.2.Dosage des protéines tissulaires

Principe : La concentration des proteines foie et rein est mesurée par la méthode colorimétrique
de Bradford(1976) qui est basée sur le changement de la couleur du bleu de Coomassie apres
liaison avec les acides aminées aromatiques et les résidus hydrophobes présents dans les
proteines. Sa longueur d’onde maximale d’absorption augmente de 465 nm couleur rouge) a
595 nm (bleu).

Mode opératoire : La concentration protéique est proportionnelle a la densité optique qui est
calculée a partir d’une courbe d’étalonnage tracée. Elle est déterminée en comparaison avec les
gammes d’étalon d’albumine sérique bovine (1 mg/ml) réalisée dans les mémes conditions
(Tableau II).

Tableau Il : Gamme d’étalonnage standard utilisee pour déterminer la protéine dans
I’homogénat tissulaire a partir de la solution d’albumine sérique Bovine

B 123456 7 8] 9 | 10
[Clmg/ml O(blanc) | 0,1 | 0,2 |03 |04 | 05|06 07 |08 09 | 1
VBSA 0 10 | 20 | 30 | 40 | 50 | 60 | 70 | 80 | 90 | 100
0,1%(ml)
VPBS(ml) 100 | 90 | 80 | 70 | 60 | 50 | 40 | 30 | 20 | 10 | O

C : Concentration ; VBSA : volume d’albumine sérique Bovine ; VPBS : Tampon phosphate salin.
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11.2.4.3.Dosage du taux de malondialdéhyde

Principe : Le malondialdéhyde est un index direct de la peroxydation lipidique. Il est I'un des
produits terminaux formés lors de la décomposition des acides gras polyinsaturés médiés par
les radicaux libres. Les taux du MDA hépatique et rénal ont été évalués selon la méthode
d’Ohkawa et al. (1979). Le dosage repose sur la formation en milieu acide et chaud entre le
MDA et I’acide thiobarbiturique (TBA) d’un pigment coloré en rose absorbant a 532nm
(Lefevre et al., 1998). La concentration de MDA est calculée en utilisant le coefficient
d'extinction du complexe MDA-TBA.

Mode opération :

-pour mesuré les TBAS (Thiols Barbituric Acid Specis) les réactifs ont été préparés dans de
I’acide acétique a 20%.La solution de TBA a ¢été fraichement préparée. Les tubes ont eté
couverts contre la lumiére.

-100ul d’homogénat ont été plongés dans un mélange réactionnel contenant 375 pl d’acide
acétique a 20%, pH 3,5, 375 ul d’acide Thiobarbiturique a 0,8%, 50 pl de sodium
dodecylsulfatea 8,1%.Le volume réactionnel a été complété a 1,0 ml avec ’eau distillée et

incubé ensuite a 95°C-100°C pendant lheure.

-La réaction a été arrétee par un refroidissement rapide a 0°C.Le melange a subi ensuite une
centrifugation a 3000g pendant 10 minutes et a 4°C.

-La densité optique (DO) a été mesurée a 532 nm et les résultats ont été exprimés en
nmoles/mg de protéines.

DO x 22
[MDA]= [n moles/mg de protéines]
[Protéines]

11.2.4.4.Dosage de I’activité catalase

Principe : la catalase (CAT) est une enzyme ubiquitaire localisée dans les peroxysomes et dans
le cytosol. Elle est capable de transformer le peroxyde d’hydrogéne en eau et oxygene
moléculaire. La disparition du peroxyde d'hydrogene peut étre mesurée en spectrophotométrie
a 240 nm (Aebi, 1984 ; Bonnefont-Rousselot et al., 2003).

Catalase
2H202 » 2H20+ 02
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Mode opération : Le dosage passe par plusieurs étapes :
-50 pl d’homogénat tissulaire a été mélangé avec 950 ul de Tampon phosphate (50 Mm,
pH=7).La réaction a été déclenchée par ’addition de 500 ul d’H202 a 30Mm. La cinétique de
la réaction a été suivie pendant 2 minutes a 25°C (point chaque 30 secondes).
-l’activité de la catalase a été mesurée par une diminution de I’absorbance a 240 nm. Elle est
exprimée en pmol/min/mg de protéines. Le zéro de I’appareil a été réalisé par le tampon de
phosphate.
Expression des résultats : L’activité enzymatique de la catalase a été calculée par la formule
suivante :
Activité CAT (umol H202/min/mg protéine) = (2,3/At) (logA1/A2) /a
At : temps de décomposition du H202 par minutes ; Al : Absorbance a temps zéro ;
A2 : Absorbance a 2 minutes ; o : Quantité des protéines mg/ml.

11.2.5.Etude histologique
Afin d’obtenir des coupes histologiques colorées a I’hématoxyline-éosine prétes a
I’observation microscopique, des fragments de foie et de rein de chaque souris ont été imprégné

dans plusieurs solutions suivant la technique adoptée par Martoja et Martoja (1967).

11.2.5.1.Fixation et rincage des tissus

La fixation a pour but d’immobiliser les cellules tout en conservant leurs morphologies.
Les fragments tissulaires ont été plongés dans le formol commercialisé dilué a 10% pendant 48
heures, puis rincés a I’eau courante écoulée pendant 24 heures. Les fragments ont été mis dans

des cassettes afin de permettre le passage des liquides au cours de la manipulation (figure 12).

L —
-

Figure 12 : Préparation des cassettes histologiques (photos originale)

11.2.5.2.Déshydratation, éclaircissement et inclusion
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Les cassettes ont été ensuite placées dans un automate a I’histologie (figure 13 dans
I’annexe 1) qui sert & assurer la déshydratation, I’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’¢liminer I’eau des tissus. Ensuite, les cassettes
ont été plongées dans deux bains successifs de xyléne pendant 1 heure puis dans un bain de
melange xyléne-paraffine 50% de chaque et ensuite dans un bain de paraffine pure. Les blocs
de paraffine ont été confectionnées dans des moules en métallique puis réfrigérés (Figure 14).

Figure 14 : Bloc de paraffine dans des moles en métallique (photos originale).

11.2.5.3.Confection des coupes

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

(figure 15 dans I’annexe 1).

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.

11.2.5.5.Déparaffinage, réhydratation et coloration

Cette étape sert a retirer la paraffine du tissu et la remplacer par 1’eau pour permettre la
pénétration des colorants. 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 (figure 16 dans I’annexe 1).Cette coloration topographique permet de
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visualiser la morphologie des cellules, le noyau en bleu et cytoplasme en rose violacé afin de

déterminer leur répartition, architecteur et structure.

11.2.5.6.Montage et observation

Apres la coloration, les lames ont été mises dans un bain de xyléne pour
I’éclaircissement. Le montage a été effectué¢ avec une lamelle fixée par I’Eukitt. Les lames ont
été ensuite nettoyées au xyléne puis séchées et observées au microscope optique aux différents
grossissements (X100, x400 et x1000). La prise des photos a ¢té effectuée a 1’aide d’un

I’appareil photos Samsung prime 5.

11.2.6.Etude statistique

Les résultats ont éteé représentés sous forme de moyennes avec leur écart-type (Moyenne
+ SEM). L’analyse des données a été effectuée par le test t de Student, 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 Graph Pad Prism v 8.2.1 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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Chapitre 111 Résultats et Discussion

I1I.LRESULTATS ET DISCUSSION

Notre travail s’inscrit dans le cadre de la recherche de I’effet modulateur possible de la
chlorophylle, produit riche en antioxydants, chez les souris méales de souche NMRI intoxiqués
par I’acétamipride a faible dose pendant 15 jours.

Nos résultats s’articulent autour de plusicurs paramétres. lIs seront présentés,

comparés et discutés selon les données de la littérature.

111.1. Comportement

Dans nos conditions expérimentales, nous avons remarqué un changement de comportement

et la mort de deux souris dans le lot traité par I’acétamipride (figure 15).

" %%

« 4 s

Figure 15 : Perte des souris intoxiquées par ’acétamépride.

Par rapport aux souris témoins et traitées par la chlorophylle et par ’acétamipride-
chlorophylle, les souris du deuxieme lot ont présenté une perte d’appétit et une tendance de
rester dans les coins des cages et l'anxiété. Des résultats similaires ont été noté chez les souris
males traités par 1/5, 1/10, 1/20 DL50 d’ACE pendant 28 jours (Singh et al., 2012). D’autres
¢tudes ont démontré I'influence négative des insecticides néonicotinoides sur la prise de
I’alimentation, la croissance et le comportement neurologique (Breslin et al., 2000 ; Callahan

et Mineau, 2008 ; Gibbons et al. 2014 ; Gibbons et Mineau, 2015).
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111. 2.Evolution du poids corporel

Les résultats de I’évolution pondérale des souris males témoins et traitées et leurs

significations statistiques ont été présentés dans la figure 16 et les tableaux Il ; IV ; Vet VI

de ’annexe 2.
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Figure 16 : Evolution des poids corporels en gramme chez les souris témoins et traitées
par ’acétamipride et de la chlorophylle. * : Significative ; ** : Treés significative.
ACE : Acétamipride ; CHL : Chlorophylle.

Le poids corporel des souris a €té mesuré tous les 5 jours. Les mesures de poids ont
montré des variations plus ou moins significatives (p<0,05). Aprés 15jours d’expérimentation,
les changements du poids corporel chez les souris témoins (36,339 + 4,36 vs 35,669 * 6,21)
et administrées quotidiennement de 0,01g/ml de la chlorophylle (33g £ 7,07 vs 35,509 * 4,50)

restent statistiquement non significatifs (P=0,834 et P=0,408 respectivement). Cependant, les
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souris traitées par 1’acétamipride ont perdu significativement du poids par rapport aux témoins
(27,839 + 4,16 vs 35,33g + 3,50; P=0,044). De méme chez les souris traitées par
I’acétamipride et la chlorophylle (29,339 * 2,06 vs 35,669 = 3,82) par rapport au lot de la
chlorophylle. Les différences étaient statistiquement trés significatives (P=0,0065).

L’effet de I’acétamiprid sur le poids corporel a été déja étudié par Singh et al. (2012).
Ces auteurs ont montré que cet effet est dose dependant chez les rats intoxiqués par deux
doses différentes pendant 28 jours et que la dose 10mg/kg/j n’a pas d’effet significatif sur le
poids corporel. Chez les souris de souche Swiss, le poids a subi une régression aprés 60 jours
d’exposition a deux doses différentes d’acétamipride a savoir 5 et 10 mg/kg/j (Chakroun et
al., 2016 ; Marzouki et al., 2017). Selon ces variations de la réponse reviennent probablement

a la différence entre les especes dans la tolérance a la toxicité.

Les effets de la supplémentation en chlorophylle ou ses composants ont été rapporté
par Stenkula et al., (2017) d’ou une perte statistiquement significative du poids corporel
observée chez des souris administrées par voie orale de 1,3mg de thylakoide pendant 3
semaines. Selon ces auteurs, la perte est due a la réduction de la graisse corporelle et de la
taille des cellules adipeuses suite au traitement. Des résultats similaires ont été obtenus aussi
chez des souris soumises a un régime riche en thylakoides pendant 100 jours (Richard kohnke
et al., 2009).

I11.3.Variations des poids relatifs moyens des organes

Les variations des poids relatifs moyens des reins et de foie des souris témoins et
traitées ont été présentés dans la figure 17 et les tableaux VII et VII (annexe 2).

Les poids relatifs des reins et du foie prélevés a la fin des différents traitements n’ont
pas varié par rapport a ceux des témoins sauf ceux des souris traitées avec I’ACE seul qui ont
subi une augmentation statistiquement significative (0,93% + 0,24 Vs 0,72% = 0,19 avec
P=0,016) et (8,67% + 2,81 Vs 5,39% =+ 1,15 avec P=0,04). Des résultats similaires ont été
déja rapporté chez des rats traités par différents pesticides (Mahdeb, 2002 ; Benouadah,
2009). L’augmentation des poids relatifs revient, selon plusieurs recherches, a la congestion
sanguine des veines centro-lobulaires au niveau hépatique (Kara, 2008) et par la présence des

cedémes (Dominique et al., 2005).
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Figure 17: Effet des différents traitements sur le poids relatif (%) des reins (a) et du foie
(b) des souris males (P*<0.05).
ACE : Acétamipride ; CHL : Chlorophylle
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111.4. Détermination des taux de certains parametres du stress oxydant

Selon la disponibilité des produits chimiques, nous avons dosé trois parametres de la
batterie du stress oxydatif a savoir les protéines totales, le MDA et I’activité enzymatique de

la catalase.
I11.4.1. Malondialdéhyde tissulaire
Les résultats des variations des taux de malondialdéhyde rénal chez les souris témoins

et traitées et leurs significations statistiques ont été rassemblés dans la figure 18 et le tableau

IX de ’annexe 2.
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Figure 18: Variation du taux de malondialdéhyde rénal (nmoles/mg protéine)
chez les souris témoins et traitées pendant deux semaines. *** : P <0,0019.
* :P <0.05 ACE : Acétamipride ; CHL : Chlorophylle

Par rapport aux témoins, les souris traitées par 7,2 mg/kg/j d’acétamipride ont montré
un taux élevé de malondialdéhyde rénal (0,88 nmoles/mg +0,20) par rapport aux témoins
(0,59 nmoles/mg + 0,19). La différence était statistiquement hautement significative (P=
0,001). Par contre, le taux de MDA était inférieur chez les souris traitées par 1’acétamipride-
chlorophylle (0,72 nmoles/mg+0,17) par rapport aux souris gavées d’une solution aqueuse de
la chlorophylle (0,47 nmoles/mg + 0,18) et les souris traitées par I’ACE. Les différences

étaient statistiquement non significatives (P= 0,10 ; P=0,98 respectivement).
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Au niveau du foie, les dosages de MDA chez toutes les souris ont donné des résultats

comparables a ceux retrouvés dans les reins (la figure 19 et le tableau X de I’annexe 2).
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Figure 19: Variation du taux de malondialdéhyde hépatique (nmoles/mg proteine) chez
les souris témoins et traitées pendant deux semaines.
*¥** P <0,001 entre témoins et traités, * P < 0,05 entre les lots traités.
ACE : Acétamipride ; CHL : Chlorophylle

En comparaison avec celui des témoins (0,72 nmoles /mg+0,16), le taux MDA
hépatique est éleve chez les souris traitées par I’ACE (0,83 nmoles /mg +0,21). La différence
était statistiguement hautement significative (P=0,0007). Cependant, chez les souris gavées
d’une solution aqueuse de la chlorophylle, le taux de MDA était faible (0,57 nmoles /mg
+0,1) nmoles /mg de protéines. La différence était statistiquement significative (P-0,029). La
différence du taux entre les souris traitées par I’acétamipride et la chlorophylle et les autres
lots de souris ont €té statistiquement non significative (P-=0,641).

Des résultats similaires ont été retrouvés dans I’étude de Chakroun et al. (20016), qui
ont travaillé sur la dose 1/20 DL50 d’ACE. Le taux de MDA a changé apres le traitement des
rats par voie orale pendant 60 jours.

Le taux élevé de MDA refléte probablement la présence d’un stress oxydatif généré
par le traitement ACE. L’étude de Saadi et al. (2019) a montré que le taux de MDA peut étre

influencé par le traitement d’un autre insecticide, spinosad, pendant 18 jours chez les souris.
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Plusieurs recherches ont confirmé 1’implication du stress oxydatif dans la toxicité des
insecticides néonicotinoides par la génération des ROS et linhibition des enzymes
antioxydantes (Geret et al., 2002 ; Zhang et al., 2009, 2011 ; Cavas et al., 2012 ; Zhang et al.,
2012).

Le MDA est un aldéhyde de faible poids moléculaire résultant d’attaques de radicaux
libres sur des acides gras polyinsaturés lors de la dégradation de phospholipides
membranaires cellulaires (Draper et Hadley, 1990). Il est considéré comme un biomarqueur
de stress oxydatif et un marqueur de la peroxydation lipidique (LPO) (Geret et al., 2002).
Cette derniére est une des manifestations principales des dommages oxydatifs au niveau des
membranes biologiques. La LPO s’est averée avoir un rdle important dans la toxicité et la
cancérogeénicité de plusieurs xénobiotiques en provoquant la diminution de la fluidité des
membranes et I’inactivation de leurs enzymes (Gutteridge et Halliwell, 2000 ; Xu Wang et al.,
2017).

La chlorophylle n’a pas d’influence sur la peroxydation lipidique et ne génere pas des
ROS. Au contraire, elle protege les organes de la peroxydation lipidique (Serpeloni et al.,
2011). Ce qui explique peut étre les résultats obtenus chez les souris traités par la I’ACE-

chlorophylle.

111.4.2. Activité de la catalase

Les resultats relatifs au dosage de la catalase (CAT) tissulaire ont été déterminés en
mesurant le taux de décomposition du peroxyde d’hydrogéne exprimée en U/min/mg de
protéines (Aebi, 1984). Les résultats ont été illustrés dans les figures 20 et 21 et les tableaux
Xl et XII de I’annexe 2.

Par rapport aux souris témoins (37,09 U/min/mg £24,11), I’activité enzymatique de la
CAT rénale était supérieure chez les souris traitées par I’acétamipride (15,64 U/min/mg
+16,23) et par I’acétamipride-chlorophylle (29,56 U/min/mg +19,16). Les mémes résultats ont
été enregistrés en mesurant la CAT hépatique. Les comparaisons en taux par rapport a ceux
des témoins (8,21 U/min/mg £1,61 vs 4,78 U/min/mg £3,08 respectivement) ont montré des
différences statistiguement tres significatives (P-0,003). Cela nous laisse suggérer que
I’acétamipride a incité I’activité enzymatique de la CAT.

Le taux élevé de la CAT pourrait étre expliqué aussi par I’implication du stress

oxydatif et par conséquence 1’augmentation des especes réactives d'oxygenes(ROS). Ces
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derniers ont la capacité d’induire le facteur de transcription Nrf2 qui influence I’expression

des enzymes antioxydantes dont la catalase, le superoxyde dismutase (SOD) et le glutathion
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Figure 20 : Mesure de I’activité enzymatique de la catalase (U/min/mg de
proteine) dans le rein chez les souris temoins et traitées pendant deux semaines.
*
p <0,05.
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Figure 21 : Mesure de ’activité enzymatique de la catalase (U/min/mg de
protéine) dans le foie chez les souris témoins et traitées pendant deux semaines.
** P< (0,001 entre les témoins et lots traités ; *P< 0,05 entre les lots traités.
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La catalase est une enzyme antioxydante impliquée dans la défense de la cellule contre
les effets toxiques du peroxyde d’hydrogéne en catalysant sa décomposition en eau et
oxygéne. Elle est un biomarqueur de stress oxydatif et est sensible & certains contaminants
inducteurs de stress oxydatif comme les métaux toxiques (Almeida et al., 2007 ; Cavas et al.,
2012).

Selon nos résultats, la chlorophylle a provoqué une faible diminution de I’activité de la
catalase rénale et hépatique chez les souris par rapport aux témoins (11,04 U/min/mg + 7,13
vs 15,64 U/min/mg +16,23) et (2,5 U/min/mg +1,63 vs 4,78 U/min/mg +3,08) respectivement.
Les souris traitées par 1’acétamipride plus la chlorophylle ont montré aussi une faible activité
de CAT par rapport aux souris gavées d’une solution aqueuse de chlorophylle : (3,62
U/min/mg £2,35 vs 4,78 U/min/mg +3,08) pour la CAT hépatique et (15,64 U/min/mg +16,23
vs 29,56 U/min/mg +19,16) pour la CAT rénale.

Des effets protecteurs la chlorophylle ont été décrits par plusieurs auteurs contre
différents inducteurs de dommages de I'ADN. Cho et al. (2000) ont rapporté que la
chlorophylline diminue les dommages de I'ADN induits par le benzopyréne in vitro. Madrigal
et al. (1997) ont montré que 4 mg/kg p.c. la chlorophylline peuvent protéger les érythrocytes
polychromatiques micronucléés des souris de toxicité nitrique. Selon Vankova et al. (2018),
toutes les chlorophylles testées ont montré la capacité de piéger les radicaux pyroxyles d'une
maniere dépendante de la dose, la chlorophylline étant la plus puissante. Yan-lin zhang et al.
(2012), ont montré que la chlorophylline présente une protection cellulaire contre les
dommages oxydatifs en neutralisant les radicaux libres excessifs, la régulation a la hausse de

I’expression de HO-1.
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I11.5. Etude histologique

[11.5.1. Structure du parenchyme rénal

L’observation microscopique des coupes histologiques rénales des souris révele une
structure normale du parenchyme des souris gavées par la chlorophylle similaire a celle des
témoins (figure 22).

Le cortex rénal (figures 22 et 23 a) présente des structures denses arrondies dites les
glomérules rénaux. Ces structures sont entourées d’un grand nombre de tubes, contournés
proximaux et distaux. Chaque glomérule est composé d’un espace étroit clair, la chambre
glomérulaire ou espace de Bowman. La chambre est tapissée d’une fine membrane basale dotée
d’un épithélium pavimenteux fin (figures 22b et ¢ et 23c). Les tubes proximaux sont formés
d’un épithélium prismatique avec des noyaux arrondis, centraux et volumineux. Les lumieres
tubulaires sont bien évidents. Les tubes distaux sont bordes par un épithélium cubique simple
haut avec des noyaux bien arrondis et volumineux. Leurs lumiéres de différents diamétres sont
plus ou moins évidentes (figures 22 et 23 d).

La médulla rénale est formée des tubes collecteurs et de I’anse de Henlé disposés d’une
maniere radiaire (figure 22e et 23b). Les tubes de 1’anse de Henlé ont un diamétre réduit et
possedent un épithélium pavimenteux. L’épithélium des tubes collecteurs est cubique haut avec
un cytoplasme moins dense (figures 22e).

En revanche, le tissu rénal des souris exposées a 1’acétamipride, a montré une atteinte
glomérulaire au niveau du cortex présentée par un rétrécissement de quelques glomérules
(figure 24a). Les infiltrations leucocytaires sont importantes a proximité des veines et des
dilations vasculaires (figure 24b et c). Les cellules épithéliales des tubules proximaux montrent
une vacuolisation dans leurs cytoplasmes (figure 24d).

Au niveau de la médulla, les tubes rénaux ont montré un aspect normal sans altérations

(figure 24 e).
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i

Figure 22 : Structure du parenchyme rénal des souris males témoins.
Coloration : HE (a, b et e); Trichrome de Masson: ¢ et d. Grossissements : a : x100 ;
b :x400; c, detf:x1000.
RC : Corpuscule rénal ; BS : chambre glomérulaire ; TD : Tube contourné distal ; TP : Tube contourné
proximal ; VP : pdle vasculaire ; MD : macula densa ; Mg : cellule mésangiale ; H : Hématies ;
BV(Cs) : vaisseau sanguin ; N : Noyau ; L : Lumiére ; Tc : Tube collecteur ; Ah : Anse de Henlé.
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Figure 23: Structure du parenchyme rénal des souris méales administrées de la
chlorophylle. Coloration : HE (a et ¢) et Trichrome de Masson (b et d).
Grossissements : a et b: x100 ; c et d: x100.

Cr: Cortex rénal ; M : Medulla ; BS : Chambre glomérulaire ; Ep : Epithélium ; Mg : Cellule
mésangiale ; H : Hématies ; TD : Tube contourné distal ; TP : Tube contourné proximal ; N : Noyau.
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| N VGTR 0 0 YA
Figure 24 : Structure du cortex rénal des souris males exposées a I’acétamipride a raison
de 7,2mg /kg /j pendant deux semaines. Coloration : HE (a, b, c et d) ; Trichrome de
Masson (e). Grossissements : b : x40 ; a, cete : x100 ; d : x1000.
HI : Hémorragie interstitielles, N : nécrose 1’épithélium des TCP, TCD, NG : nécrose
glomérulaire, H : hypertrophie des glomérules rénaux, CV : congestion vasculaire, Dg :
Dégénérescence tubulaire ; IL : infiltration leucocytaire, V : Aspect vésiculaire.
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Les dommages ont diminué lorsque la chlorophylle a été additionnée (figure 25). La
dégénérescence des glomérules était absente dans le cortex rénal (figure 25a et b) alors que
quelques tubes contournés avaient un aspect vésiculeux des cellules surtout péri nucléaire. Le
parenchyme est devenu plus vascularisé (figure 25 c¢). Aucun changement n’a été¢ décelé au

niveau de la médulla (figure 25 d).

Figure 25: Structure du cortex rénal des souris males exposées a I’acétamipride et a la
chlorophylle pendant deux semaines. Coloration : HE (a, b et ¢) ; Trichrome de Masson
(d). Grossissements : x40 (a) ; X100 (d) ; x 400 (b et c).

HI : Hémorragie interstitielles, Cs : Présence des hématies ; M : Médulla.
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Il est & noter que les études sur les effets histologiques de ACE sur différents tissus et
organes dans les différents organismes sont minoritaires (Rasgele et al., 2015).

Le rein est l'organe est un organe excréteur qui partage avec le foie le r6le principal de
désintoxication des produits chimiques toxiques. Nos résultats se rapprochent de ceux retrouvés
par Zhang et al. (2012). Ces auteurs ont rapporté que I’ACE endommage les corpuscules et les
tubules rénaux dans le rein des souris. Alors que Mondal et al. (2014) ont enregistré la présence
de dégenérescence et de nécrose dans les tubes contournés proximaux et distaux chez les rats
traitées par 25 mg / kg/j d’ACE avec des hémorragies rénales. Ces altérations deviennent plus
séveres chez les rats traités par 100mg/kg/j. Noaishi et al. (2016) ont trouvé une dysplasie avec
des structures histologiques irréguliéres et des congestions sévres au niveau du cortex et une
nécrose coagulative dans la doublure de la plupart des tubules chez les souris traitées par une
dose forte d’ACE (1/10 DL50).

[11.5.2. Structure du parenchyme hépatique

L’observation des coupes histologiques du parenchyme hépatique des souris témoins et
exposées a la chlorophylle a permis de mettre en évidence une architecture lobulaire normale
qui est centrée par une veine centrolobulaire limitée en périphérie par les espaces portes. Dans
les lobules, les hépatocytes s’organisent en travées composées d’une rangée cellulaire séparée
par des sinusoides (Figure 26 a et b).

la présence d’une dégénérescence et une nécrose des hépatocytes avec hyperplasie

associée a une infiltration de cellules inflammatoires (figure 27b et c).
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Figure 26: Structure du parenchyme hépatique des souris males témoins (a).

et administrées par la chlorophylle (b). Coloration (HE). Grossissement : x100.

Cv : Veine centrolobulaire ; Hs : hépatocytes ; Lp : lame hépatocyte, Cs : Capillaire sinusoide
L'examen histopathologique du groupe de souris a faible dose (7,2 mg/kg/j) a indiqué
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Figure 27: Structure du parenchyme hépatique des souris males exposées a
I’acétamipride a raison de 7,2mg /kg /j pendant deux semaines. Coloration (HE).
Grossissements : a : x100 ; b et ¢ : x400
Ep : Espace porte ; Hp : Hyperplasie ; Ci : Cellules inflammatoires ; Cn : Cellules nécrosées.
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Au niveau des foies des souris exposées a I’acétamipride et a la chlorophylle, les
altérations structurales semblent étre plus ou moins sévéres. La microscopie optique a mis en

évidence la présence des cellules avec un aspect de necrose (figure 28).

Figure 28 : Structure du parenchyme hépatique des souris males exposées a
I’acétamipride et a la chlorophylle pendant deux semaines. Coloration (HE).
Grossissements : x400
V¢ : Veine centrolobulaire ; Cn : Cellules nécrosées.

Le foie est un organe cible pour la détoxification et est sujet a divers troubles en raison
de I'exposition aux polluants environnementaux. Les altérations histopathologiques des tissus
peuvent étre utilisées comme méthode rapide pour évaluer les effets toxiques des produits
chimiques dans différents tissus et organes (Bernet et al., 1999). La présente étude est
complémentaire de (Mondal et al., 2014) qui ont signalé que des changements dégénératifs
Iégers ont été observés dans le foie de rats ayant recu 25 mg / kg d’ACP, mais que le groupe de
rats ayant regu respectivement 100 et 200 mg / kg a présenté une sévére modifications
graisseuses du foie et nécrose. D'autre part, plusieurs mécanismes ont été identifiés sur les
Iésions des cellules hépatiques (Grattagliano et al., 2002; Lee, 2003). L'un d'eux est le
dysfonctionnement mitochondrial qui peut se produire de trois manieres différentes : inhibition
de la béta-oxydation des acides gras, inhibition des enzymes respiratoires ou par effet direct sur
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I'ADN mitochondrial. Certains produits chimiques comme les pesticides inhibent a la fois la
béta-oxydation et les fonctions des enzymes respiratoires et par conséquence, les acides gras
libres ne sont pas métaboliseés et entrainent une accumulation des ROS. Aprés, ces radicaux

endommageront 'ADN mitochondrial.
De plus, certains produits chimiques peuvent provoquer une nécrose hépatocellulaire,

une désorganisation de l'architecture hépatique, rupture des structures sinusoidales et mise en

commun du sang dans le foie par ces mécanismes (Rasgele et al., 2015).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Notre d’étude vise a chercher d’une part le potentiel toxique d’un contaminant a usage
agricole, I’acétamipride et d’autre part 1’effet bénéfique de la supplémentation en chlorophylle
sur la balance oxydant/antioxydant et sur la structure du foie et des reins chez des souris males
de souche NMRI pendant 15 jours.

Les résultats obtenus nous ont permis de tirer les conclusions suivantes :
A court terme, la dose 7,2mg/kg/j d’acétamipride est toxique chez les souris males. Son
profil toxicologique est remarquable.

v Régression du poids corporel.

v Augmentation du poids absolus et relatifs des deux organes : rein et foie.
L’exposition répetée a I’ACE génére un état de stress oxydant traduit par des perturbations au
niveau de certains parametres biomarqueurs de stress:

v Une péroxydation lipidique hépatique et rénale reflétée par une forte teneur

de malondialdéhyde.

v Une perturbation de I’activité antioxydante enzymatique de la catalase.
7,2mg/kg/j d’acétamipride a des effets déléteres sur les tissus rénal et hépatique.
La supplémentation en chlorophylle chez des souris traitées a I’ACE a montreé:

v Poids corporel plus ou moins stable.

v Une baisse de la péroxydation lipidique hépatique et rénale

v Des lésions tissulaires moins graves.

v" Une amélioration du statut enzymatique antioxydant de la catalase.
Les niveaux acceptables d'exposition a I’acétamipride sans effet dangereux pour la santé sont

inférieurs au 7,2mg/kg/j.
En perspective, il serait intéressant d’approfondir 1’étude en touchant les points suivants:
v Etudier les effets sur toute la batterie du stress oxydatif,

v Impliquer d’autres biomarqueurs (Le rapport GSH/GSSG, GST, MDA, vitamines C et
E,...);
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Déterminer la teneur de I’ACE et ses métabolites dans les tissus et le sang et les autres
liquides biologiques ;

Déterminer les composés actifs de la chlorophylle utilisée ;

Etudier I’effet dose et temps dépendants de la chlorophylle et de I’ACE ;

Chercher effet chronique de I’ACE ;

Comparer les effets selon le sexe.

Etablir se enquétes sur les modalités d’utilisation des insecticides chez les agriculteurs
et les inciter pour utiliser les pesticides d’une maniére restreinte et prudente pour

protéger les mammiferes.
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Annexe 1

I.Materiels et réactifs

1.1 Réactif

e [’acétamipride.

e Chlorophylle.

e Formol36°.

e Paraffine « Leica.
e Colorants.

e L’Eukitt.

Figure 1 : Acétamipride (MOPISTOP) Figure 2 : Chlorophylle (Super CHLOROPYLL)

Figure 3 : Formol36°. Figure 4 : Paraffine «Leica». Figure 5 :L’Eukitt
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Figure 16 :colorants de HaE et Trichrome de Masson

Appareillage

e  Ultracentrifugeuse.

e  Bain marie.

e  Microtome.

e  Appareil de déshydratation.
e  Agitateur vortex.

e FEtuve.

e  Balance de précession.
e  Spectrophotométre UV Schiamatzu 1600.
e  Microscope OPTIKA.

Figure 7 : Centrifugeuse Figure 8 : Etuve
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Figure 11 : Agitateur vortex. Figure 12 : Etuve

Figure 13 : Balance de précession  Figure 14 :Spectrophotométre UV Schiamatzu 1600
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Figure 15 : Microscope OPTIKA.

1.3. Autre matériel

e [’une des cages hébergeant les souris.
Gavage des souris.

Paillasse de la dissection.

Porte micropipette.

seringue de gavage.

Trousse dissection.

Portoir d’analyse.

Lames et porte-objet et lamelles.

Figure 16 :I’une des cages hébergeant les souris Figure 17: gavage de souris
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Figure 18 : Paillasse de la dissection.

Figure 21: trousse de la dissection

Figure 23 : Lames porte-objet et lamelle
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1.2. Réactifs

e  Préparation Tampon Phosphate 50 mM (1VA/1,55VB) p H 7,2-7,4

Tampon Phosphate 50 mM (1Va/1.55Vs) pH7.2-7.4

Pour 1000ml Pour 500ml Pour 200mlI Pour 100ml
Solution A: KH2PO4 6.80 3449 1.36 g 0.68 g
Solution B: KoHPO4 8.7¢9 4359 1.74 g 0.87g
e  Préparation Réactif de Bradford
Réactif de Bradford
Pour Pour Pour Pour
1000ml 500ml 200ml 100ml
Bleu de Coomassie G250 100mg 50mg 20mg 10mg
Ethanol 95° 50 ml 25 ml 10 ml 5 ml
Acide Orthophosphorique 100 ml 50 ml 20 ml 10 mi
85%
H>Od 850 ml 425 ml 170 ml 85 ml
e SDS8,1% Solution d’acide acétique 20%
pH3.5
Pour 50 échantillons : ~5ml Pour 50 échantillons : ~20ml
8 1g e 100 ml Volume pour le SDS :
~5ml
X g i, 5ml Volume pour le TBA :
~25ml
X=0,4 g dans 5 ml d’acide acétique 20%
Préparer 100ml
e TBAO0,8%
Pour 50 échantillons : ~25ml C; Vi = Cs V¢
0,82 ceoieiiiiiii, 100 ml Ona:
X g i 25 ml Ci=
100%
Cr=20%
X=10,2 g dans 25 ml d’acide acétique 20% V= 100ml
Donc :

e HyO;
Pour 50 échantillons : ~25ml.
20 ml

0.340ml de H20- (10V~3%) gsp 10 ml (9.66ml) H>Od.

100% +
80 ml H.Od

. _CfV 20%3#100 ml
Vl = f f = > =

Ci

100%

20ml d’acide acétique

0.850ml de H202 (10V~3%) gsp 25 ml (24.15ml) H2Od.
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I1. Fiche technique : Coloration

Les protocoles de coloration :

I1.1. Coloration a I’hématoxyline-éosine

e Un bain d’hématoxyline. 10secondes.
e Ringage a I’eau courante. ~ 5minutes.

e Un bain d’éosine. ~ 30secondes.

e Rincage rapide a I’eau courante.

I11. Calcul statistique
Soit une série statistique {xIx2x4,..  xnjdont n’appartient a#*(entiers naturel non nul).

I11.1. La moyenne arithmétique

rl+xl+ni+tetann ¥
il
Dont:
m : la moyenne arithmétique.
n : I’effectif de la série.
X : le caractere étudié
I11.2. La variance
2o (Ei-m)
1 i=1
o
Dont :

v : la variance.

m : la moyenne aréthmithique.
n : I’effectif de la série.

X : le caractere étudié.

111.3. Ecart type :
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Ou: O : I’écart type.
v : la variance.

I11.4. Test de normalité « Shapiro-wilk»

le test de Shapiro-Wilk est basé sur la statistique W. En comparaison des autres tests, il
est particulierement puissant pour les petits effectifs (n < 50). La statistique du test s'écrit :

L 2

Fia (xa—it1)— %)
W= :

Xx—mf

ou

Xp)- la série des données triees

. la partie entiere du rapport

ai: constantes correspondantes a une distribution normale.

m : la moyenne arethméthique.

Plus W est élevé, plus la compatibilité avec la loi normale est crédible. Les valeurs seuils

Werit sont lues dans la table de Shapiro-Wilk. La région critique, rejet de la normalité,
s'écrit :

RC . W < Wcrit

On étudie deux variables X et Y et on cherche a savoir si les deux observations detaille Nxet
Ny, de moyennes observées Mxet Myet de variances observées S2et S2issues respectiverpent
d'une population de moyenne ixet de variance d2et d'une population de moyenne lvet de
variance &2, proviennent de la méme loi théorique de moyenne L. Leg(hypothésessont :

Y

Ho : Ux= Mvet le traitement n’a pas d’effet.

Hi : ux# et le traitement a provoqué un changement

Pour Nx< 30 ou Ny< 30,et 92 = éf,la statistique du test est:
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La variance commune estimée :

Le test de Student :

Dont :

Mx:la moyenne aréthmethique de I’observation X.
My:la moyenne aréthmethique de I’observation Y.
S : la variance commune estimee.

Nx:1’effectif de ’observation X.

Nv:  Deffectif de ’observation Y.

S2: la variance de I’observation X.

S2: la variance de ’observationY.

On compare le tonsavec tinde la table de Student avec un pourcentage d’erreur 0= 5% et
un degree de liberté ddl = n; + n;- 2:

e Sitons<tin : HOestretenue, la différence est non significative et le traitement n’a pas

d’effet.
e Sitons>tin: Hi est retenue, la différence est significative et le traitement a un effet.



Annexe 1

111.6. Test de Fisher

Il sert a vérifier I'égalité de deux variances (homoscédascticité). Les hypotheses du test
Ho: &7 =82x Y
Hi: 8% #82
X

La statistique du test est :

e

sy

Fopo="X_" 1
5 v

ay —1

Dont :
Nx . ’effectif de I’observation X.
Nyv:  Peffectif de I’observation Y.
$2: la variance de I"observation X.

52: la variance de ’observation Y.

On compare le Fonsavec la valeur seuil dans la table de Fisher-Snédécor a nx— 1 et ny—
1 degrés de liberté

e Si Fops<valeur seuil : Hoest retenue, la différance entre les variance des deux
observations n’est passgnificative.

e SiFgps>valeurseuil:H.estretenue, ladifférancedevariancedesdeuxobservation est
sgnificative.
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Tableau VI1I: table de Student

Avec a est le pourcentage d’erreur et v est le dergree de liberté

2 [ 0900 | 0500 [ 0300 [ 0200 ] 0,100 [ 0050 | 0020 | 0010 [ 0,001
1 |0,1584 | 1,0000 | 1,9626 | 3,0777 | 6,3138 | 12,7062 | 31,8205 | 63,6567 | 636,6193
2 | 0,1421 | 0,8165 | 1,3862 | 1,8856 | 2,9200 | 4,3027 | 6,9646 | 9,9248 | 31,5901
3 |0,1366 | 0,7649 | 1,2498 | 1,6377 | 2.3534 | 3,1824 | 45407 | 5,8400 | 12,9240
4 |0,1338 | 0,7407 [ 1,1806 | 1,5332 | 2,1318 | 2,7764 | 3,7469 | 4,6041 | 86103
5 |[0,1322 | 0,7267 | 1,1558 | 1,4759 | 2,0150 | 2,5706 | 3,3649 | 4,0321 | 6,8688
6 |[0,13110,7176 | 1,1342 | 1,4308 | 1,0432 | 2,4469 | 3,1427 | 3,7074 | 5,9588
7 [0,1303 | 0,7111 [ 1,1192 | 1,4149 | 1,8046 | 2,3646 | 2,9980 | 3,4995 | 54079
8 |0,1297 | 0,7064 | 1,1081 | 1,3968 | 1,8595 | 2,3060 | 2,8065 | 3,3554 | 5,0413
9 |0,1203 | 0,7027 | 1,0007 | 1,3830 | 1,8331 | 2,2622 | 2.8214 | 3,2498 | 4,7809
10 |0,1280 | 0,6998 | 1,0031 | 1,3722 | 1,8125 | 2,2281 | 2.7638 | 3,1603 | 4,5869
11 |0,1286 | 0,6974 | 1,0877 | 1,3634 [ 1,7959 | 2,2010 | 2,7181 | 3,1058 | 4,4370
12 |0,1283 | 0,6955 | 1,0832 | 1,3562 | 1,7823 | 2,1788 | 2.6810 | 3,0545 | 4,3178
13 |0,1281 | 0,6938 | 1,0795 | 1,3502 | 1,7709 | 2,1604 | 26503 | 3,0123 | 4,2208
14 |0,1280 | 0,6924 | 1,0763 | 1,3450 | 1,7613 | 2,1448 | 2,6245 | 2,9768 | 4,1405
15 |0,1278 | 0,6912 | 1,0735 | 1,3406 | 1,7531 | 2,1314 | 2.6025 | 2,9467 | 4,0728
16 |0,1277 | 0,6001 | 1,0711 | 1,3368 | 1,7459 | 2,1199 | 25835 | 2,9208 | 4,0150
17 10,1276 | 0,6892 | 1,0690 | 1,3334 | 1,7396 | 2,1008 | 25669 | 2,8082 | 3,9651
18 |0,1274 | 0,6884 | 1,0672 | 1,3304 | 1,7341 | 2,1000 | 25524 | 2,8784 | 3,9216
19 |0,1274 | 0,6876 | 1,0655 | 1,3277 [ 1,7201 | 2,0930 | 2,5395 | 2,8609 | 3,8834
20 |0,1273 | 0,6870 | 1,0640 | 1,3253 | 1,7247 | 2,0860 | 2,5280 | 2,8453 | 3,8495
21 |0,1272 | 0,6864 | 1,0627 | 1,3232 | 1,7207 | 2,0796 | 25176 | 2,8314 | 3,8193
22 |0,1271 | 0,6858 | 1,0614 | 1,3212 | 1,7171 | 2,0739 | 2,5083 | 2,8188 | 3,7921
23 | 0,1271 [ 0,6853 | 1,0603 | 1,3195 | 1,7139 | 2,0687 | 2,4999 | 2,8073 | 3,7676
24 |0,1270 | 0,6848 | 1,0593 | 1,3178 | 1,7100 | 2,0639 | 2,4922 | 2,7969 | 3,7454
25 |0,1269 | 0,6844 | 1,0584 | 1,3163 | 1,7081 | 2,0595 | 2.4851 | 2,7874 | 3,7251
2% |0,1269 | 0,6840 | 1,0575 | 1,3150 | 1,7056 | 2,0555 | 2.4786 | 2,7787 | 3,7066
27 10,1268 | 0,6837 | 1,0567 | 1,3137 | 1,7033 | 2,0518 | 24727 | 2,7707 | 3,6806
28 | 0,1268 | 0,6834 | 1,0560 | 1,3125 | 1,7011 | 2,0484 | 2.4671 | 2,7633 | 3,6739
29 |0,1268 | 0,6830 | 1,0553 | 1,3114 | 1,6991 | 2,0452 | 24620 | 2,7564 | 3,6594
30 |0,1267 | 0,6828 | 1,0547 | 1,3104 | 1,6973 | 2,0423 | 24573 | 2,7500 | 3,6460
40 |0,1265 | 0,6807 | 1,0500 | 1,3031 | 1,6839 | 2,0211 | 24233 | 2,7045 | 3,5510
60 |0,1262 | 0,6786 | 1,0455 | 1,2058 | 1,6706 | 2,0003 | 2.3901 | 2,6603 | 3,4602
80 |0,1261 [ 0,6776 | 1,0432 | 1,2022 | 1,6641 | 1,9001 | 23730 | 2,6387 | 34163
120 | 0,1259 | 0,6765 | 1,0400 | 1,2886 | 1,6577 | 1,9799 | 23578 | 2,6174 | 3,3735

s

[0,1257 [ 0,6745 | 1,0364 | 1,2816 | 1,6449 | 1,0600 |

23263 | 2,5758 | 3,0005 |
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Tableau VI1II: table de Fisher

viest le nombre de ddI du numérateur avec o= 0,05.

vz est le nombre de ddl du dénominateur avec o= 0,05

] 1 2 3 4 5 6 8 [ 10 ] 15 [ 20 [ 30 [ «
1] 161 | 200 | 216 | 225 | 230 | 234 | 230 | 242 | 246 | 248 | 250 | 254
2 (185|100 192|192 | 193|193 | 194 | 194 | 194 | 194 | 195 | 19,5
31101 | 955|928 |9,12 | 901 | 804|885 | 879|870 | 866|862 | 853
4771|604 650|630 | 626|616 | 604 | 596 | 586 | 5,80 | 5,75 | 5,63
5661579541 | 510|505 | 4,95 | 4,82 | 4,74 | 4,62 | 4,56 | 4,50 | 4,36
6 | 599|514 | 476 | 4,53 | 4,39 | 4,28 | 4,15 | 4,06 | 3,94 | 3,87 | 3,81 | 3,67
7550 | 474|435 | 4,12 | 3,07 | 3,87 | 3,73 | 3,64 | 351 | 3,44 | 3,38 | 3,23
8532 | 446 | 407 | 384 | 3,60 | 3,58 | 3,44 | 3,35 | 322 | 3,15 | 3,08 | 2,03
0512|426 | 3,86 | 363 | 3,48 | 3,37 | 3,23 | 3,14 | 301 | 2,04 | 2,86 | 2,71

10 | 4,96 | 4,10 | 3,71 | 348 | 3,33 | 322 | 3,07 | 2,98 | 285 | 2,77 | 2,70 | 2,54
11| 4,84 | 398 | 359 | 336|320 3,00|205]|28 | 272|265 | 257 | 2,40
12 | 4,75 | 380 | 3,49 | 3,26 | 3,11 | 3,00 | 2,85 | 2,75 | 2,62 | 2,54 | 2,47 | 2,30
13 | 4,67 | 381 | 3,41 | 3,18 | 3,03 | 2,02 | 2,77 | 2,67 | 2,53 | 246 | 2,38 | 2,21
14 | 4,60 | 3,74 | 3,34 | 3,11 | 2,96 | 2,85 | 2,70 | 2,60 | 246 | 2,30 | 2,31 | 2,13
15 | 4,54 | 3,68 | 3,20 | 3,06 | 2,00 | 2,79 | 2,64 | 2,54 | 2440 | 2,33 | 2,25 | 2,07
16 | 4,49 | 363 | 324 | 3,01 | 2,85 | 2,74 | 250 | 2,40 | 235 | 2,28 | 2,10 | 2,0
17 | 4,45 | 350 | 320 | 2,06 | 2,81 | 2,70 | 2,55 | 2,45 | 2,31 | 2,23 | 2,15 | 1,06
18 | 4,41 | 355 | 3,16 | 2,03 | 2,77 | 2,66 | 2,51 | 2,41 | 2,27 | 2,19 | 2,11 | 1,02
19 | 4,38 | 352 | 3,13 | 2,00 | 2,74 | 2,63 | 248 | 2,38 | 2,23 | 2,16 | 2,07 | 1,88
20 | 4,35 | 3,49 | 3,10 | 2,87 | 2,71 | 2,60 | 245 | 2,35 | 2,20 | 2,12 | 2,04 | 1,84
22 | 4,30 | 3,44 | 305 | 2,82 | 2,66 | 2,55 | 2,40 | 2,30 | 2,15 | 2,07 | 1,98 | 1,78
24 | 4,26 | 3,40 | 3,01 | 2,78 | 2,62 | 2,51 | 2,36 | 2,25 | 2,11 | 2,03 | 1,04 | 1,73
26 | 4,23 | 337 | 208 | 2,74 | 2,50 | 247 | 232 | 2,22 | 2,07 | 1,99 | 1,00 | 1,60
28 | 4,20 | 3,34 | 2,95 | 2,71 | 2,56 | 2,45 | 220 | 2,19 | 2,04 | 1,96 | 1,87 | 1,65
30 | 4,17 | 332 | 2,02 | 2,60 | 2,53 | 242 | 227 | 2,16 | 2,01 | 1,03 | 1,84 | 1,62
10 | 4,08 | 323 | 2,84 | 261 | 245 | 2,34 | 2,18 | 2,08 | 1,92 | 1,84 | 1,74 | 1,51
50 | 4,03 | 3,18 | 2,79 | 2,56 | 2,40 | 2,20 | 2,13 | 2,03 | 1,87 | 1,78 | 1,69 | 1,44
60 | 4,00 | 3,15 | 2,76 | 2,53 | 2,37 | 2,25 | 2,10 | 1,00 | 1,84 | 1,75 | 1,65 | 1,30
80 | 3,96 | 3,11 | 2,72 | 240 | 2,33 | 2,21 | 2,06 | 1,05 | 1,70 | 1,70 | 1,60 | 1,32
100 | 3,94 | 3,00 | 270 | 246 | 2,31 | 2,19 | 2,03 | 1,93 | 1,77 | 1,68 | 1,57 | 1,28
v | 384|300 | 260|237 (221|210 1,041,838 |167|157 | 1,46 | 1,00
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Les Tableau des parameétres

Tableau 111 : le poids corporel des souris témoin administrés I’eau distillée.
Témoins
(9) JO J5 J10 J15
Souris 1 44 38 42 41
Souris 2 40 35 37 37
Souris 3 37 33 37 38
Souris 4 33 33 37 37
Souris 5 26 23 25 28
Souris 6 34 33 35 37
moyenne | 35,6666667 325 35,5| 36,3333333
Ecarttype | 6,2182527|5,04975247| 5,6480085 | 4,36653944

Tableau IV : le poids corporel des souris traités par7, 2 mg/kg/j. de ’acétamipride

Acétamépride

(9) JO J5 J10 J15

Souris 7 40 39 37 24
Souris 8 37 34 36 33
Souris 9 37 28 29 27
Souris 10 35 26 25 24
Souris 11 33 33 29 26
Souris 12 30 30 27 33
Moyenne 35,3333333 | 31,6666667 30,5| 27,8333333
Ecart type 3,50238014 | 4,67618078 | 4,88876262 | 4,16733328

Tableau V : le poids corporel des souris traités par 0,01 g/ml de la chlorophylle

Chlorophylle

(@) JO J5 J10 J15

Souris 13 41 38 40 40
Souris 14 38 35 37 34
Souris 15 37 35 37 36
Souris 16 36 34 34 34
Souris 17 33 33 36 30
Souris 18 28 25 25 24
Moyenne 35,5 33,3333333 | 34,8333333 33
Ecarttype | 4,50555213| 4,41210456 | 5,19294393 | 4,24264069
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Tableau V : le poids corporel des souris traités par 7,2 mg/Kg/J de ’ACE et 0,01 g/ml de

CHL
AC+CHL(g) [JO J5 J10 J15
Souris 19 40 36 33 27
Souris 20 38 37 35 33
Souris 21 37 35 33 30
Souris 22 32 30 29 29
Souris 23 30 33 30 28
Souris 24 37 34 31 29
Moyenne | 35,6666667 | 34,1666667 | 31,8333333 | 29,3333333
Ecart type |3,82970843| 2,4832774|2,22860195 | 2,06559112

Tableau VII : Poids absolue et poids relatifs de Foie.

Tableau des poids de Rein (g) et poids relatif des souris traités
Rein (g) témoin ACE CHL ACE+CHL
Rein Rein Rein Rein Rein Rein Rein Rein
Gauche Droit | Gauche Droit | Gauche Droit Gauche Droit
S2 0,35 0,40 0,297 0,419 0,38 0,285 0,295 2,067
S3 0,299 0,29 0,311 0,432 0,387 0,356 0,342 2,938
S4 0,18 0,17 - - 0,29 0,31 0,29 2,176
S5 0,28 0,27 - - 0,28 0,27 0,28 1,735
Poids relatif Témoin ACE CHL ACE+CHL
S1 0,914 0,758 0,541 0,869
S2 0,795 1,104 1,092 0,782
S3 0,46 - 0,647 0,762
S4 0,728 - - 0,765
Moyenne 0,721 0,93 0.76 0,791
Ecart type 0,19 0,241 0,29 0,05




Tableau VII : Poids absolue et poids relatifs de Rein.
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Tableau des poids de foie (g) et poids relatif des souris traités
Foie (g) témoin ACE CHL ACE+CHL
s1 2,041 2,207 1,861 2,176
S2 1,756 3,52 1,02 1,735
S3 1,75 2,319 2,19
S4 1,968 2,067
S5 2,057
Poids relatif| Témoin ACE CHL ACE+CHL
S1 7,28 6,68 5,16 7,25
S2 4,74 10,66 2,55 5,98
S3 4,26 8,7 7,82
S4 5,15 5,79 6,26
S5 5,55
Moyenne 5,396 8,67 5,55 6,827
Ecart type 1,15 2,81 2,52 0,85
TableaulX : les valeurs de Malondialdehyde du rein.
[C] mg/ml | Témoin (nmoles/mg Acétamipride Chlorophylle AC+CHL
protéine) (nmoles/mg de protéine) (nmoles/mg protéine) (nmoles/mg
protéine)
0 0,032 1,02 0,03 1
0,1 0,58 1,09 0,69 0,68
0,2 0,63 0,94 0,48 0,76
0,3 0,69 0,89 0,71 0,73
04 0,59 1,23 0,48 0,63
0,5 0,56 0,69 0,43 0,5
0,6 0,73 0,88 0,39 0,46
0.7 0,63 0,91 0,61 0,68
0,8 0,64 0,79 0,38 0,71
0,9 0,65 0,52 0,41 0,78
1 0,73 0,7 0,51 1,01
Moyenne 0,59 0,88* 0,47 0,72
Ecart type 0,19 0,20 0,18 0,17
Variance 0,04 0,040 0,03 0,030
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Tableau X : les valeurs de Malondialdehyde du Foie.

[C] mg/ml | Témoin (nmoles/mg Acétamipride Chlorophylle AC+CHL
protéine) (nmoles/mg de protéine) (nmoles/mg protéine) (nmoles/mg

protéine)
0 0,49 0,5 0,42 0,48
0,1 0,52 0,53 0,45 0,56
0,2 0,58 0,71 0,49 0,51
0,3 0,63 0,75 0,52 0,52
0,4 0,7 0,77 0,54 0,63
0,5 0,72 0,78 0,59 0,65
0,6 0,73 0,89 0,62 0,75
0.7 0,83 0,96 0,57 0,79
0,8 0,84 1,04 0,68 0,81
0,9 0,95 1,07 0,69 0,86
1 0,96 1,11 0,69 0,86
Moyenne 0,72 0,83 0,57 0,67
Ecart type 0,16 0,21 0,1 0,15
Variance 0,026 0,04 0,01 0,02

Tableau XI : les valeurs obtenue de activité de catalase du rein de lots témoin et traités.

REIN T ACE CHL ACE+CHL
Catalase U/min/mg de protéine U/min/mg de protéine U/min/mg de protéine U/min/mg de protéine
39,76 71,52 21,21 57
10,6 35,46 10,6 28
6,91 23,64 7,05 18,99
5,3 17,73 5,3 14,24
Moyenne 15,64 37,09 11,04 29,56
Ecart type 16,23 24,11 7,13 19,16
Variance 263,43 581,26 50,83 367,27

Tableau XII: Les valeurs obtenue de Pactivité de catalase du Foie de lots témoin et

traités.
Foie T ACE CHL ACE+CHL
Catalase U/min/mg de protéine U/min/mg de protéine U/min/mg de protéine U/min/mg de protéine
9,18 15,80 4,8 6,97
4,58 7,90 2,4 3,48
3,07 5,19 1,6 2,29
2,30 3,94 1,2 1,74
Moyenne 4,78 8,21 2,5 3,62
Ecart type 3,08 5,32 1,61 2,35
Variance 9,49 28,35 2,6 5,51
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