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RESUME

La recherche de la toxicité expérimentale des pesticides chez les mammiféres non cibles est le
sujet de plusieurs études récentes. L’acétamipride, de la famille des néonicotinoides, est un
insecticide largement utilisé sur de nombreuses cultures agricoles en Algérie. Le présent
travail a comme objectif de chercher les effets néfastes de deux doses de I’acétamipride
appliquées en deux périodes différentes sur les reins qui constituent le 2°™° site principal de
détoxification des xénobiotiques et d’autres molécules.

Au cours de cette étude, 16 souris males sont répartis en trois groupes par période, le premier
groupe représente les témoins qui recoivent de 1’eau distillée par voie orale tandis que les
groupes 2 et 3 regoivent 1’acétamipride a raison de 1/2DL50 et 1/3DL50 respectivement par
voie orale pendant 15 et 30 jours. A la fin de chaque période, les souris sont sacrifiées, les
reins sont prélevés pour une étude histologique. Le sérum sanguin est utilisé pour le dosage de
quelques paramétres rénaux y compris 1’urée et la créatinine.

Les résultats obtenus montrent une évolution pondérale statistiquement non significative chez
tous les groupes de souris. Le dosage biochimique montre une diminution statistiquement non
significative des taux de I’urée sanguin chez tous les lots traités sauf le groupe administré par
1/3DL50 pendant 30 jours. La diminution reste statistiquement significative. Le dosage a
présenté une diminution du taux de la créatinine chez les traités avec la 1/3DL50 pendant 15
jours et une augmentation chez les traités avec les doses pendant 30 jours. Les changements
des taux restent statistiquement non significatifs. Toutefois, 1’observation microscopique
révele des altérations au niveau du parenchyme rénal. Les effets histopathologiques se
manifestent par des congestions sanguines, une dégénérescence de 1’épithélium tubulaire avec
des changements structuraux au niveau des glomérules. Ces multiples altérations semblent
étre accentuées en fonction de la dose administrée et de la période d’expérimentation. A
I’issus de ces résultats, nous pouvons conclure que les doses choisies de 1’acétamipride
peuvent initier chez les souris males une toxicité rénale qui touche la structure et la fonction
des reins. Cette toxicité est dose et période dépendante.

Mots clés : Acétamipride, Toxicité rénale, Souris males, Etude histologique, Parameétres
rénaux.



ABSTRACT

The research for pesticide toxicity on non-target mammals has been the subject of many
studies. Neonicotinoids, including acetamiprid are among the most widely used insecticides
worldwide since 1991 on several agricultural crops in Algeria. The main aim of this work is to
study the toxicity of acetamiprid on two different doses used in two periods on mice’s kidneys
which are the second major site of detoxification of xenobiotics and other molecules.

Sixteen male mice were divided into three groups for each period, group 1 was kept as control
which is administered orally with distilled water whereas groups 2 and 3 was administered
with acetamiprid. The insecticide was given at two dose levels (1/2LD50 and 1/3LD50)
through oral route for 15 and 30 days. At the end of treatment, the mice are sacrificed and the
kidneys are taken for a histological study. Blood serum is used for the determination of some
renal parameters including urea and creatinine.

The results obtained show a non-significant body weight evolution in all mice. The
biochemical assay showed a statistically insignificant decrease in blood urea levels in all
treated batches except for the group administered by 1/3DL50 for 30 days .The decrease is
statistically significant. The dosage showed decreased creatinine levels in 1/3DL50 treated
mice for 15 days and an increase in treated mice with both doses for 30 days. Rate changes
are statistically insignificant. However, microscopic observation showed alterations in the
renal parenchyma. The histopathological effects showed blood congestions, degeneration of
the tubular epithelium with structural changes in the glomerulus. These multiple alterations
seem to be accentuated according to the dose administered and the period of experimentation.
According to these results we can conclude that the selected doses of acetamiprid may initiate
renal toxicity in male mice that affects the structure and function of the kidneys. This toxicity
is dose and period dependant.

Key words: Acetamiprid; Renal toxicity; Male mice; Histological study; Renal parameters.



gadla

33210 le g ga Fhrgin Laall il die 3y pualisad (g pdal) dudl) Law e e Gl ey
el lan e aadiuy ¢ il i Ko gl Alile e sdia dne amdin) clal ) G
Odie al Apludl JEYI ge il o Jaall 138 e cangdl i 3all (8 daed 50 Jaalaall (e 2yall
G (i sl J85 ) 5 ) S e pdline o 58 (8 Lagadal o5 3 pualian) (e
EDE (1S3 1 16 amedi Al jall o3 8 a3 s Al Gl ja s &y pdall Cilanal o e A1) 3Y
adll 3y,k e hadall elall 8l Cua 28l il gY) de senall Jid ¢ dadlrall a0 s Cle e
On ps/iS/En 99 5 0 5/dS/in 66 < Aallaall i i) AN M 3 5 2 i sanall Ll
5 O e p5 5 8 S Aled (B Lesa 30 5 15 33ad adll Gaska e (Ml o ey pualian)
il gull Ll g apaaTl daladin 238 aal) Joas Lol dpal) A jall jasal IS 4 5)
dS Oyl B Bodine e Adbias) Gl sk Lo deasall il elai (0l SU 5 L) sall)
S a (B Ll Clysiue (8 piiee e Liliaa) Laliad) jehad (ShasS sl Gaadll Ll ol
30 32a) dyualians) (e a5/3S/ge 662 Leiallae Cadi Al 2 Ao ganall clTLL dallaall o) il
vie iy SN Gl e 8 ladll Jallall < edal s Ailias) AV 53 (alids) el Al Loy
die 3 A1 o2 il sie 8530 )5 La sy 15 33a) 2y jaalian¥) (1o psy/aS i 66 Aallaall o) il
AV @ld @yl a3 Ol aladl ae e sy 30 52a) 2 uelinsl) (e ps/3S/3e 99 dAallaall () yadl)
Ana yall D) Al jall Gy 5 (5518 Gl e (5 spaall (andll (RIS B e e dpilias)
&b g A s LAY a5 pall (a2 g g Andlaal) ol sl 4y 5ISH AxiiY) (e adalial
A (e il 353 g 2 el de ja B3l ) ae Bas 2l 3 Baawiall Gyl o8 LSl A
vie SN dpan Can LSl A pall a2 8 Aleriisad) 3y yualinnd) e a ol 55 ¢ bl s2a

Aallaall 3 538 gde jall sl dpand) aadi LS s 55 iy o i dua ) 5SA o)yl

AlaasS g Ll ¢ Al Al ol ¢ )l ) o836 A IS A ¢ 2 yualiaud: dpalidal) cilalsl)



INTRODUCTION

Les pesticides sont définis comme étant des substances destinées a lutter contre les
parasites des cultures au sens large. Ils regroupent des composés organiques et inorganiques a
action plus ou moins spécifique, tels que les herbicides, les fongicides et les insecticides.
L’usage des pesticides posent cependant des dommages sur les écosystémes naturels et des
problémes sur la santé publique (Houceine Bouya, 2015) comme les allergies, les cancers et
les différentes inflammations (Speck-Planche et al., 2012).

L'utilisation accrue et continue des pesticides impose leurs effets toxiques sur les
fonctions physiologiques de divers systemes du corps (Singh et al., 2012). Ainsi, l'exposition
a long terme peut nuire la vie humaine en perturbant le fonctionnement de différents organes
dans le corps (Hamadache et al., 2016).

Chez les professionnels exposés aux pesticides, les manifestations toxiques sont tres
varies. Elles se présentent sous forme de différents types de cancers ou des pathologies
neurodégénératives, des fausses couches chez les femmes enceintes exposées
professionnellement et des malformations congénitales ou des leucémies chez 1’enfant exposé
en période prénatale (INSERM 2013).

Les pesticides néonicotinoides sont largement appliqués dans le monde entier (Cavas
et al., 2014) et créent un réel intérét public (Pisa et al., 2015). IIs agissent de maniére sélective
sur les récepteurs post-synaptiques nicotiniques de l'acétylcholine au niveau du systéme
nerveux central des insectes (Shimomura et al., 2006 ; Jeschke et al., 2013 ; Tomizawa 2013).

L’acétamipride (ACE), un membre des néonicotinoides est largement utilisé dans la
floriculture sur les légumes a feuilles, les cultures de colza, les agrumes, le coton, les plantes
ornementales et les 1égumes a fruits (Mondal et al., 2014) et pour controler les puces sur les
chiens et les chats (Shakthi Devan et al., 2015). Cet insecticide est le quatriéme
néonicotinoide le plus utilisé¢ aux Etats-Unis (Cimino et al., 2016) et représente plus de 10%
des ventes totales des néonicotinoides ces derni¢res années (Simon-Delso ef al., 2015b). Son

utilisation généralisée provoque une toxicité chez 'Homme et 1'animal (Mondal et al., 2014).



En Algérie, I’ACE est actuellement mis sur le marché national sous plusieurs marques
et majore les ventes des néonicotinoides a cause de son rapport cout/efficacité qui joue un role
important lors du choix des agriculteurs qui ne prennent pas en considération ses effets
toxiques chez I'homme et 1'animal.

Des ¢études expérimentales sur la toxicité de I’ACE ont signalé un potentiel toxique sur
le foie, le rein, le cceur, les ovaires et le cerveau a des doses inférieures a la 1étalité (25, 100 et
200 mg/kg de poids corporel (Mondal et al., 2014 ). Des altérations du systéme reproducteur
chez des souris males (’EPA, 2002 et Zhang et al, 2011) ainsi qu’une perturbation de
certains paramétres biochimiques et hématologiques chez les souris (Mondal et al., 2015 ;
Shakthi Devan et al., 2015).

Dans ce présent travail, nous nous sommes intéressées a la recherche d’une toxicité
rénale chez des souris males traitées avec 1’acétamipride a raison deux doses administrées par
voie orale pendant deux périodes. L’étude est basée sur le suivi de I’évolution pondérale,
I’étude histologique des reins et I’analyse biochimiques de certains parameétres rénaux.

Notre travail comporte trois chapitres. Dans le premier, nous rapportons des rappels
bibliographiques sur I’ACE et 1’organe étudié. Nous décrivons le matériel et les techniques
utilisés dans le deuxieéme chapitre. Les résultats obtenus sont rapportés et discutés dans le

troisiéme chapitre. A la fin, une conclusion et des perspectives sont présentées.
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I.1.GENERALITES SUR L’ACETAMIPRIDE

I.1.1. Propriétés physicochimiques de I’acétamipride:

L’acétamipride (ACE) est un insecticide appartenant a la famille des néonicotinoides
de formule moléculaire C10H11CIN4 (Mikiko, 2012). Cette molécule est importante dans la
protection globale des cultures (Herbert, 2012), dans le contrdle des ravageurs agricoles et

dans le traitement des semences (Tjeerd, 2012).

L'ACE ou (E)-N1-[(6-chloro-3-pyridyl)methyl]-N2-cyano-N1-methyl est soluble dans
I’eau et dans les solvants organiques et non volatiles. Cet insecticide a un potentiel de
bioaccumulation faible et stable & pH compris entre 4 et 7. Il n’est pas persistant dans le sol

(Zoumenou et al., 2015) (Tableau I).

Tableau I : Propriétés physicochimiques de I’acétamipride

Parameétres Propriétés

Structure chimique ((E)-N 1 -[(6-chloro-3-pyridyl)methyl]-N 2 -

cyano-N 1-methyl

Formule moléculaire C 10 H11CIN4

Masse molaire moléculaire (g/mol) 222,68 g/mol

Point d’¢bullition (°C) 98.9 °C

Solubilité dans 1’eau mg/L (distillée) 4,25 x 103 mg/L a 25 °C

pHS 3,48 x 103mg/L a 25 °C
pH7 2,95 x 103 mg/L a 25 °C
pHY 3,96 x 103 mg/L a4 25 °C
Pression de vapeur (mm Hg) 1x10-8
Coefficient de partition octanol-eau Kow = 6,27

Log Kow =0,8 220 °C
Constante d’Henry 5,3x 108

Constante de dissociation

pKa: 0,74 25 °C

Stabilité¢ Hydrolytique DT50
pH4,pHSetpH 7
pHO

Stable a 22 °C, 35 °C et 45 °C
a22°C,DT 50 =812 jours
a35°C, DT 50 =52,9 jours
a45°C, DT 50 =13,0 jours

(Agence américaine de la protection de I’environnement, 2012)
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1.1.2. Voies d’exposition a Pacétamipride :

Les risques d’exposition a I’acétamépride sont multiples.

¢ Voie cutanée : Parmi les situations pouvant menées a une intoxication par la voie
cutanée sont le mélange a mains nue, les éclaboussures de produit sur la peau et
dans les yeux.

¢ Voie respiratoire : La voie respiratoire constitue la voie d’intoxication la plus
rapide et la plus directe.

*¢ Voie orale: L’acétamipride est fortement toxique par voie orale. Chez les
travailleurs, 1’absorption par la voie gastro-intestinale se produit principalement par

un contact de la bouche avec les mains contaminées (Ivert , 2016).

1.1.3.Toxicocinétique de I’acétamipride :

*» Absorption: l'acetamipride est absorbé rapidement avec une concentration maximale
dans le sang étant atteint dans environ 2 a 3 heures.

% Distribution: D’acétamipride est largement distribué dans les tissus avec des
concentrations plus élevées étant trouvés dans la glande surrénale, le foie et les reins
apres administration orale chez le rat.

+ Elimination: la voie urinaire est la principale voie d'élimination (53-65 %) (Seifert,

2005).

1.1.4.Toxicité de ’acétamipride :

I.1.4.1.Toxicité chez les insectes :

L’acétamipride se lie aux récepteurs nicotiniques de l'acétylcholine (nAChR) des
neurones du systéme nerveux central et périphérique des insectes. Une fois fixé, I’ACE imite
l'action de l'acétylcholine par l'ouverture des canaux ioniques qui permettent I'entrée de Na+
et Ca2+ dans les cellules (EFSA, 2014) et ’augmentation de Ca2+ libre intracellulaire. La
suractivation des récepteurs génére un blocage engendrant une paralysie mortelle et la mort de
I’insecte suite a I’accumulation de I’acétylcholine au niveau de son systéme nerveux central

(Iwasa, 2004).
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1.1.4.2.Toxicité chez les abeilles :

L'acétamipride provoque des effets toxiques bien apparents chez les abeilles:
perturbations du comportement, difficultés d'orientation et altération des activités sociales
(Guez et al., 2001; Bortolotti et al., 2003; Medrzycki et al., 2003; Decourtye et al., 2004a;
Decourtye et al., 2004b; Desneux et al., 2007; El Hassani et a/., 2008; Maini ef al., 2010). 11
entraine une mortalité de 83,9% chez I’espéce Trichogramma pretiosumen (Ashraf Khan et

al., 2015).

1.1.4.3.Toxicité chez les rongeurs :

L’ACE a un potentiel toxique au niveau du foie, des reins, du ceceur, des ovaires et du

cerveau a des doses inférieures a la 1étalité (Mondal et al., 2014).

Au niveau du foie : les modifications observées sont une dégénérescence légere, une
augmentation de I'éosinophilie, une granularité accrue du cytoplasme et une nécrose grave
avec une lyse des hépatocytes (Mondal et al.,, 2014). L’administration par voie orale
d'acétamipride a raison de 27,5, 55, 110 mg/kg de poids corporel chez les rats wistar ont
montré une réduction du gain de poids corporel, une diminution de la consommation des
aliments, une augmentation du cholestérol total, des enzymes hépatiques, de la bilirubine, des
changements dans le poids d'organe absolu et relatif du foie, une hypertrophie
hépatocellulaire centrolobulaire et une augmentation du taux de peroxydation lipidique

(Shakthi Devan et al., 2015 ; Mondal et al., 2015).

Au niveau des poumons : les altérations se manifestent sous forme d’une pneumonie
interstitielle, une hypertrophie des alvéoles avec une congestion légeére et un épaississement
des septa alvéolaires, des repliements des bronches collectives par des cellules
mononucléaires et des globules rouges, et un épaississement des septa alvéolaires, un degré

modéré d'cedéme et une hémorragie sévere.

La rate présente un épuisement des lymphocytes dans la gaine lymphoide péri-artériolaire
et la zone marginale dans la pate blanche et un épuisement séveére des lymphocytes du

corpuscule et des hémorragies malpighiens.

Au niveau du cceur, plusieurs anomalies se présentent : une hémorragie dans le myocarde,
des troubles dégénératifs et nécrotiques dans les cellules musculaires cardiaques, une

hyalinisation de certaines régions, une nécrose et un cedeme.



CHAPITRE 1 RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

L’ovaire présente un léger changement nécrotique dans le parenchyme médullaire et des

changements dégénératifs séveres dans la trompe de Fallope.

Des changements dégénératifs 1égers et des hémorragies sont observés dans le cerveau

(Mondal et al., 2014).

Au niveau du testicule, les modifications sont : une diminution du niveau de testostérone,
un décalage de cellules spermatogeénes, un nombre réduit de spermatozoides et des couches
spermatogeénes dans des tubules séminiféres ainsi que des spermatozoides perdus dans

certaines régions (Keshta et al., 2016).

1.2. TOXICITE RENALE

1.2.1. Apercu sur les reins :

Les reins sont des organes pairs formés de deux zones distinctes (figure 1).Chaque
rein, recouvert d’une capsule fibreuse, est formé d’un cortex recouvrant la base des pyramides
de Malpighi et s’introduit entre les pyramides constituant les colonnes de Bertin et une

médulla formée de 8 cones appelés pyramides de Malpighi (Ader et al., 2006).

Cortex
Capsule
fibreuse

Médulla

Calice rénal

Artére rénale
Veine rénales

Bassinet

Pyramides de
Malpighi

Figure 1 : Représentation schématique d’une coupe transversale longitudinale d’un rein
montrant ses principales structures chez I’homme (Henry et S¢be, 2006).
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Chaque rein est compos¢ d'environ un million d'unités fonctionnelles appelées
néphrons (Noel, 2008 ; Vander et al, 1995). Ces derniers sont constitu¢s par les parties

suivantes (Figure 2) :

- Le corpuscule de Malpighi, ou corpuscule rénal, est constitué¢ de la capsule de
Bowman qui revéte un peloton capillaire : le glomérule.

- Le glomérule est la structure ou se fait la filtration du plasma aboutissant a la
formation de 1’urine primitive (Molinier et a/., 2007).

- Le tubule est subdivisé en plusieurs segments fonctionnels (Henry et Sebe, 2006)
dans lequel se produisent les échanges menant a 1'élaboration de l'urine définitive
(Julien, 2010) :

= Tube contourné proximal: Sa paroi est formée d’un épithélium a pole apical
en bordure en brosse. Celle-ci permet d’augmenter les surfaces de
réabsorption de 'ultrafiltrat glomérulaire.

= Anse de Henlé : de diamétre réduit, est formé de la branche descendante et
ascendante.

= Tube contourné distal : prolonge la branche ascendante de I’anse de Henl¢
et se trouve au contact de son glomérule d’origine ou il entre en contact
avec ’artériole afférente pour former I’appareil juxta-glomérulaire (Henry
et Sebe, 20006).

= Tubule collecteur : c’est la portion terminale qui regoit 1’urine provenant de

nombreux néphrons (Blanchard al., 2008).
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; Capsule de
Tubule proximal  Bowman  Tubule distal

Glomérule

Anse de Henle

Figure 2 : Structure d'un néphron (Klein, 2009).
Les reins ont cinqg fonctions principales :

- Le maintien de I’équilibre hydro-électrolytique, c'est-a-dire du volume, de la tonicité
et de la composition ¢électrolytique des liquides de 1’organisme. Par la régulation de
I'élimination d'ions carbonates (HCO3-), le rein sera le garant du pH sanguin.
(Périlleux et al., 1999 ;Vander et al., 1995).

- L’¢limination des déchets de 1’organisme (urée ; créatinine ; acide urique) et des
substances chimiques exogenes (médicaments, substance toxique; pesticides).

- Production de I'hormone érythropoiétine qui stimule la production d’érythrocytes par
la moelle osseuse et qui régule ainsi la capacité de transport d’oxygéne du sang. Il
synthétise aussi la rénine qui est un constituant du systéme rénine-angiotensine-
aldostérone qui contrdle la pression artérielle (Klein, 2009).

- Me¢étabolisation d’un précurseur de la vitamine D le rendant ainsi actif (Vander et al.,
1995 ; Périlleux et al., 1999).

- Production de glucose (néoglucogenése) en situation de jetine prolongé ou de diabete

(Eid et al., 2006).
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1.2.2. Marqueurs de la fonction rénale :

En 2001, I'Institut National de la Santé¢ a défini un biomarqueur comme «une
caractéristique qui est objectivement mesurée et évaluée comme un indicateur des processus
biologiques, pathologiques normaux ou de réponses pharmacologiques a une intervention
thérapeutique (Ramachandran, 2006). Les biomarqueurs de la fonction rénale sont la
créatinine, l'urée, l'acide urique et les électrolytes qui sont destinés a une analyse de routine

(Gowda et al., 2010).

1.2.2.1. Créatinine :

La créatinine est un produit de dégradation du phosphate de créatine dans le muscle et
est généralement produite a un taux relativement constant par le corps en fonction de la masse
musculaire (Yuegang et al., 2008). Elle est librement filtrée par le glomérule sans
réabsorption ou métabolisation (Simona, 2015). Les valeurs de la créatinine peuvent se
modifier car sa génération peut ne pas étre simplement un produit de masse musculaire mais
influencée par la fonction musculaire, la composition musculaire, l'activité, 'alimentation et

I'état de santé (Banfi et al., 2006).

1.2.2.2. Urée :

L'urée est un produit final azoté majeur de la protéine et du catabolisme des acides
aminés, produit par le foie. Dans les reins, 'urée est filtrée hors du sang par le glomérule et est
partiellement réabsorbée avec de l'eau (Corbett, 2008). Il est utile dans le diagnostic
différentiel d'une insuffisance rénale aigué (Mitchell et Kline, 2006). La clairance de 'urée est

un indicateur peu ¢élevé du taux de filtration glomérulaire (Gowda et al., 2010).

1.2.2.3. Acide urique :

L'acide urique joue un rdle prédictif en tant qu'antioxydant par 1’élimination d’un
radical libre et un chélateur d'ions métalliques de transition qui sont convertis en formes peu

réactives (Settle et Klandorf, 2014).
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1.2.3. Toxicité rénale a I’échelle tissulaire :

Il existe peu d’études sur les effets d’ACE sur les différents tissus et organes chez les
différents organismes (Rasgele et al., 2015).

Au niveau des reins des rats, Mondal et al. (2014) ont montré des altérations
provoquées par le traitement d’ACE pendant 28 jours. Le parenchyme rénal présente une
dégénérescence modérée avec des changements nécrotiques dans les tubules contournés
proximaux et distaux, une congestion et des hémorragies dans certaines zones. Les cellules

tubulaires rénales subissent des lyses complétes.

Apres 35 jours de traitement a de faibles doses d’ACE, le parenchyme est envahi par
des cellules inflammatoires infiltrées. Certains tubules sont nécrosés avec une hyperémie des
touffes glomérulaires. Les altérations s’accentuent avec les doses fortes en provoquant une
congestion sévére dans les touffes glomérulaires associée a une nécrose coagulatrice dans

1'épithélium tubulaire (Noaishi et Abd Alhafez, 2016).

D’aprés Zhang et al. (2012) les corpuscules rénaux et les tubules rénaux des souris
traitées par I’ACE sont endommaggés, les glomérules sont atrophiés, la couche viscérale et la
couche pariétal de la capsule rénale sont aussi endommagées et certaines d'entre elles ont
disparues. Les cellules épithéliales dans les tubules contournés proximaux et distaux sont

gonflées et le cytoplasme de certaines cellules épithéliales est vacuolisé.

I.2.4. Toxicité rénale a I’échelle moléculaire :

Plusieurs travaux ont étudié les effets toxiques de I’acétamipride sur les parameétres
rénaux y compris ’acide urique, la créatinine et 1’'urée. Ceux de Noaishi et Abd Alhafez
(2016) ont montré I’augmentation du taux d’acide urique chez des rats albinos traités par une
dose ¢levée d’ACE pendant 35 jours. Cette augmentation peut conduire a des taux ¢élevés de
synthése d'oxyde nitrique (Robinson et al., 2011), ce qui initie une cascade de réactions,
menant a la destruction des cellules épithéliales tubulaires et au développement d'insuffisance

rénale aigué (Goligorsky et al., 2002 ; Ruan et al., 2015).

Zhang et al. (2012) ont aussi reporté¢ que I’ACE augmente significativement l'activité de
l'urée, créatinine et la concentration de phosphore. Ces changements sont en faveur avec la

présence des 1ésions rénales séveres (Noaishi et Abd Alhafez, 2016).
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Notre étude porte sur la recherche d’une toxicité rénale chez des souris males traités
par D’acétamipride a raison de 1/3DL50 (66 mg/kg/j) et 1/2DL50 (99 mg/kg/j) administrées
quotidiennement par voie orale pendant deux périodes, 15 et 30 jours. Cette recherche
intéresse I’influence du traitement sur la masse corporelle, la structure du parenchyme rénal

ainsi que I’activité rénale a travers I’analyse biochimique de quelques parametres rénaux.

Ce travail est réalis€¢ au niveau du laboratoire de PFE du département de Biologie et
Physiologie Cellulaire pour le sacrifice et la dissection des rats ainsi que le prélévement des
organes cible, laboratoire de Cytologie de CHU N’FFISSA HAMOUD a Hussein Day, Alger
Pour la réalisation de 1’étude histopathologique, et laboratoire d’analyses Biochimiques de la
maison de soin de diabéte a Blida. La période de la partie expérimentale a duré quatre mois,

de Février au Mai 2017.
II.1.MATERIEL

I1.1.1. Matériel biologique :

Le choix de I’animal de I’expérience est important pour effectuer les recherches
expérimentales en toxicologie. Notre expérimentation est réalisée sur 16 souris males de
souche Naval Medical Research Institue, ayant un poids corporel moyen de 28,7g. Les souris
sont récupérées de SAIDAL de Médéa et soumises a une période d’acclimatation, pendant
une semaine, a température ambiante de 23° a 25°C avec une photopériode alternée de 12
heures d’obscurité suivi de 12 heures de lumiere. Les souris sont élevés dans des cages de
polyéthyléne qui sont tapissées d’une litiere constituée de copeaux de bois. Les cages sont
nettoyées et la liticre est changée tous les 2 jours jusqu’a la fin de I’expérimentation. Cette
derniére est effectué¢e au niveau de 1’animalerie de la station expérimentale de la Faculté SNV
de I'université de Blidal.

Les animaux sont soumis a un régime alimentaire standard équilibré sous forme de
croquettes et de 1’eau « ad libitum » dans des biberons. La nourriture est composée d’un
concentré équilibré en protéines, glucides, lipides, vitamines et sels minéraux (Tableau II,

annexe 1).

11.1.2.Matériel non biologique :

11.1.2.1.Appareillage et réactifs :

11
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L’appareillage, verreries et réactifs utilisés dans notre étude sont représentés dans I’annexe 1.
Les réactifs sont destinés a la réalisation d’une étude histologique sur le parenchyme rénal et

un dosage biochimique.

11.1.2.2. Insecticide :

Le produit utilisé dans notre étude est un insecticide néonicotinoide, I’acétamipride,
commercialis¢ par MOPISTOP sous forme d’un sachet en aluminium contenant 50g de
poudre avec une pureté de 20% (figure 3, annexel). Cet insecticide est utilisé sous forme de
solutions diluées dans I’eau distillée. Deux doses d’acétamipride sont choisies parmi une
gamme de concentrations non testées expérimentalement chez les souris. Ces doses sont la
1/2DL50 (99 mg/kg/j) et la 1/3DL50 (66 mg/kg/j). La DL50 chez les souris males est égale a
198 mg/kg/j (Singh, 2012). Les deux doses sont calculées selon le poids corporel de chaque

souris. Le calcul est réalisé comme suit :

- En premier lieu, nous cherchons la dose en gramme (Y) qui convient au
poids corporel de chaque souris traitée :
La dose 66 mg/kg/j ou 99 mg/kg/j se trouve dans 1000 g du poids corporel.

Y ? <«—— Poids corporel de la souris

Y = (Poids corporel de la souris X la dose)/ 1000

- Comme la pureté du produit est de 20%, la dose a utilis¢ est calculée comme suit :
Dans 100 mg de produit ——5  existe 20 mg de maticre active.

dans 'Y ——» X =Dose a utiliser (mg) ?
X = Dose a utiliser (mg) = (Y x 20)/100

Les diverses concentrations obtenues sont dissoutes dans I’eau distillée.

II.2.METHODES

11.2.1.Expérimentation :

Les souris sont réparties en 6 lots comportant chacun un effectif de 3.
e Deux lots témoins (15j/30j): regoivent de 1’eau distillée par voie orale.

e Deux lots traités I (15j/30j): recoivent 1ml d’acétamipride a raison de 1/3 DL50.

12
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e Deux lots traités II (15j/30j): regoivent Iml d’acétamipride a raison de 1/2 DL50.
L’administration par voie orale est réalisée a 1’aide d’une sonde de gavage
quotidiennement.
Les souris sont identifiées par un marquage spécifique par différentes colorations
de leurs queues.
La pesée corporelle de toutes les souris témoins et traitées est effectuée chaque
semaine a compter du premier jour de I’expérimentation afin de recalculer la dose

administrée et pour le suivi de I’évolution pondérale.

11.2.2. Sacrifice des animaux et préléevement des échantillons :

A la fin de la période du traitement, les souris sont mises a jeun pendant une nuit.
Les sacrifices sont réalisés la matinée de 9h allh afin d’éviter les variations hormonales
pendant la journée (figure 4, annexel) et cela par décapitation rapide. Le sang artério-
veineux est recueilli dans des tubes héparinés, portant un numéro d’identification de
chaque souris. Ces tubes sont destinés pour le dosage de quelques parametres

biochimiques, a savoir 'urémie et la créatinémie.
Le sérum est obtenu apres une centrifugation a 3000 tours/min pendant 20 minutes,

les dosages sont effectués par un spectrophotometre.

Les reins sont rapidement prélevés, plongés dans le formol a 10%. Ils sont destinés

a I’¢étude histologique afin de chercher des altérations tissulaires.

11.2.3. Etude histologique :

Afin de réaliser cette étude, nous avons suivi les étapes décrites par Martoja et
Martoja (1967).

11.2.3.1. Fixation et rincage

Le but de cette étape est de figer le tissu dans 1’état le plus proche de son état initial et
de garder sa structure morphologique et son intégrité chimique. Apres les prélevements, les
reins sont fixés dans le formol a 10% pendant 48 heures. A la fin de la fixation, les reins sont
déposés dans des cassettes en plastique sur lesquels est inscrit le numéro de la souris et la dose

du traitement. Les reins sont ensuite rincés a 1’eau courante pendant 24 heures.
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11.2.3.2. Déshydratation et éclaircissement

Cette ¢étape consiste a débarrasser le tissu de I’eau qu’il contient par le passage

successif des cassettes dans des bains d’alcool éthylique a concentration croissante :
- Un bain d’Alcool 70° pendant 1 heure.
- Un bain d’Alcool 95° pendant 1 heure.

- Un bain d’Alcool 100° pendant 1 heure.

L’éclaircissement est effectu¢ dans un bain de xyléne pendant 1 heure qui constitue un
agent éclaircissant donnant au tissu une certaine transparence. Cette étape permet aussi

d’¢éliminer 1’alcool a partir du tissu.

11.2.3.3. Imprégnation

Dans une étuve réglée a 58°C, les reins sont imprégnés dans deux bains successifs
durant une heure chacun. Le premier bain composé de 50% de xylene et 50% de paraffine et

le deuxiéme bain ne contient que la paraffine pure.

11.2.3.4. Inclusion et mise en bloc

L’inclusion est réalisée selon les étapes suivantes :
- Ecoulement de la paraffine dans des moules métalliques.
- Inclusion et orientation des pi¢ces dans la paraffine.
- Placement des cassettes.
- Refroidissement des blocs de paraffine sur une plaque métallique réfrigérée environ 10

minutes (figure 5, annexel).

11.2.3.5. Confection des coupes

Les blocs sont coupés a I’aide d’un microtome de type Leica avec une épaisseur de

S pm.
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11.2.3.6. Collage des rubans et séchage

Les rubans sont étalés dans un bain marie (37°C), récupérés et collés sur des lames

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

11.2.3.7. Déparaffinage et réhydratation

Cette étape sert a retirer la paraffine du tissu et la remplacer par 1’eau pour permettre
la pénétration des colorants. Les coupes sont passées dans un bain de xyléne pendant 30
minutes. Cependant, la réhydratation a pour but de retirer le xyléne du tissu et de le remplacer

par I’eau. Les organes sont imprégnés dans un bain d’alcool 100° pendant 10 minutes.
11.2.3.8. Coloration

Le but de la coloration est de visualiser des différents composants tissulaires et

cellulaires. Dans notre étude, nous avons appliqué deux types de coloration :

» Coloration d’hématoxyline-éosine : C’est une coloration topographique qui permet de
visualiser la morphologie des cellules (noyau bleu et cytoplasme rose violacé) afin de

déterminer leur répartition, architecture et structure.

» Coloration Trichrome de Masson : C’est une coloration spécifique. Elle est utilisée
pour mettre en évidence les éléments du tissu de soutien, en particulier le collageéne

ainsi les altérations tissulaires tels que les fibroses et les inclusions.

11.2.3.9. Montage et observation

Aprés la coloration, les lames sont mises dans un bain de xyléne pour
I’éclaircissement. Une lamelle est fixée sur chaque lame par I’Eukitt. Ensuite, les lames sont
nettoyées au xylene puis séchées et observées au microscope photonique aux différents
grossissements (x40, x100, x400, x1000). La prise des photos est effectuée a I’aide d’un

appareil photos numérique.
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I1.2.4. Dosage biochimique :

11.2.4.1. Dosage de 1’urée :

a- Principe

La méthode utilisée est une méthode enzymatique et colorimétrique basée sur 1’action
spécifique de 1’uréase qui hydrolyse l'urée en ions ammonium et carbonate. Les ions
ammonium réagis avec le salicylate et le chlore en présence du catalyseur nitroprisuate pour
former un indophénol bleu-vert. L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la

concentration de 1’urée dans 1’échantillon (Tabacco et al., 1979).

Uréase

Urée ———  (NH4+) 2+ CO2

Nitroprusiate

NH4+ + Salicylate + Cl > Indophénol

b- Mode opératoire
Au cours du dosage de 1’'urée. Nous mettons dans un flacon le salicylate (Réactif 1) et
I’uréase (réactif 2) (Tableau III, annexe 1). Nous mélangeons le contenu du flacon par

retournements lents.
Nous préparons ensuite trois tubes :

- Le premier contient 1 ml le mélange salycilate et uréase. Ce tube est considéré comme un
tube blanc.
- Le deuxiéme contient 1ml de mélange (salycilate et 'uréase) et 10 pul d’étalon.
- Le troisieme contient 1ml du méme mélange et 10ul de sérum sanguin. Ce dernier
représente le tube échantillon.

Nous agitons les tubes et nous les laissons pendant 4 minutes dans une température
ambiante. Ensuite nous pipetons dans tous les tubes 1 ml du réactif alcalin (R3) (Tableau III,
annexe 1). Nous agitons de nouveau les tubes et nous les laissons pendant § minutes a une

température ambiante.
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c- Lecture
La lecture est réalisée apres avoir régler le spectrophotometre sur une longueur d’onde
de 600 nm (590-610) contre le blanc. Sachant que I’épaisseur de la cuve est de lcm. La

coloration due a la réaction est stable pendant 2 heures.

11.2.4.2. Dosage de la créatinine :

a- Principe

Le dosage de la créatinine est réalis¢ par la méthode colorimétrique cinétique. La
créatinine forme un complexe rouge-orange en présence de I’acide picrique en milieu alcalin.
La vitesse de la formation de ce complexe est proportionnelle a la créatinine présente dans

1’échantillon (Lecoq, 1972).

PH alcalin

Créatinine + acide picrique _—______, complexe rouge orangé

b- Mode opératoire

Apres la préparation du réactif de travail (mélange a proportion égale des réactifs
R1 et R2) (tableau IV, annexe 1). Les réactifs sont utilisés afin de préparer les tubes
suivants :
- Le tube blanc contient 1ml de réactif de travail (500ul d’acide picrique + 500ul de
sodium hydroxyde).
- Le tube standard contient un mélange de 100 pl d’étalon et 1 ml du réactif de travail.

- Le tube d’échantillon contient 100 pl de sérum et 1ml du réactif de travail.
c- Lecture

La densité¢ optique du complexe formé au cours de la réaction est mesurée par un

spectrophotométre a une longueur d’onde de 582nm.
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I1.2.5. Calcul statistique :

Les résultats sont présentés sous forme de Moyenne + écart type (annexe 1). La
normalité de la distribution des échantillons est vérifiée par un test de Shapiro-Wilk via le
logiciel statistique S.P.S.S. (Statistic Package for the Social Science). Les comparaisons intra

et inter groupes sont effectuées par un test t de student apres I’application d’un test de Ficher.

» Non significatives p > 0 ,05.
» Significatives (*) 0,02< p <0,05.
» Trés significatives (**) 0,01 <p <0,02.

» Hautement significatives (***) p <0,01.

18



CHAPITRE 111 RESULTATS ET DISCUSSION

III.1. RESULTATS

La recherche des effets toxiques de 1’acétamipride a raison de 1/2 et 1/3 DL50 pendant
15 et 30 jours est basée sur I’évolution pondérale, les variations de quelques parametres

biochimiques et I’histologie du parenchyme rénal.

1I1.1.1.Evolution pondérale :

Les résultats de la variation du poids corporel des souris males témoins et traités et
leurs significations statistiques sont présentés dans les figures 6 et 7 et dans les tableaux IX,
X, XI, XII, XIII, XIV et XV de I’annexe 2. Nous signalons que nous avons perdu tout le lot
de souris traitées avec 1/2 DL50 d’ACE pendant 15 jours.

40

35 T + =+ T - =
30
25
20
15
10
5

M Poids en JO

M Poids en J7

Poids corporel en (g)

= Poids en J15

0

témoin Traitées par 1/3
DL50

Figure 6 : Evolution du poids corporel (g) des souris miles témoins et traitées avec

1/3 DL50 de I’acétamipride pendant 15 jours.

D’apres nos résultats, toutes les souris témoins ont montré une légére diminution du

1% semaine et de

poids corporel qui est de I’ordre de 27,06g &+ 8,08 vs 29g + 8 a la fin de la
26,67g £9,09 vs 27,06g + 8,08 a la fin de la 2°™° semaine. Cependant, chez les souris traitées
avec 1 /3DL50, le poids n’a pas vraiment changé. Nous avons enregistré un poids moyen de
29,75g + 5,37 vs 31,5g + 5,65 a la fin de la 1°° semaine et de 31,5g +4,04 vs 29,75g + 5,37 a
la fin de la 2°™ semaine. L’ analyse statistique des différences en poids par rapport au début et

a la fin de I’expérimentation montre des différences non significatives chez toutes les souris.
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Figure 7 : Evolution du poids corporel (g) des souris méles témoins et traitées avec

1/2 et 1/3 DL50 de ’acétamipride pendant 30 jours.

Les résultats montrent une régression du poids corporel (30,5g + 4,94 vs 32g + 2,82)

1°° quinzaine. Le poids des souris revient a 1’état

chez toutes les souris témoins durant la
initial (32g + 4,24 vs 30,5 + 4,94) a la fin de la deuxiéme quinzaine. Par contre, avec la
1/3DL50, les souris ont pris du poids qui est de ’ordre de 28,5g +1,91 vs 24,5g + 4,34 durant
la premiére quinzaine. Le poids reste stable durant la deuxieme quinzaine (28,5g +1,29 vs
28,5g +£1,29). Les souris traitées avec la 1/2 DL50 ont subi un gain du poids (31,5g +4,94 vs
30,5g + 13,43) au cours la 1°° quinzaine qui I’ont perdu (28,5g + 0,70 vs 31,5+ 4,94) durant la

deuxiéme quinzaine. Les changements du poids restent statistiquement non significatifs.

111.1.2. Dosage biochimique :
111.1.2.1. Urémie :

Les résultats des variations de I'urémie chez les souris males témoins et traitées et
leurs significations statistiques sont rassemblés dans la figure 8 et 9 et les tableaux XVI,

XVII, XVIII, XIX, XX, XXI, et XXII de I’annexe 2.
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Figure 8 : Influence de ’acétamipride sur I’urémie (g/l) chez

des souris males pendant 15 jours de traitement.

En comparaison avec celle des témoins (0,94g/l + 0,5), 'urémie a diminué (0,43g/1 +
0,08) chez les souris traitées par 66 mg/kg/j de I’acétamipride pendant 15 jours. Cette

diminution reste statistiquement non significative (P=0,11).

0,5
0,45

0,35 -
0,3 -
0,25 -
0,2 -
0,15 -
0,1 -
0,05 -

Taux plasmatique de l'urée g/l

Témoins Traitées par 1/3 DL50 Traitées par 1/2 DL50

Figure 9 : Influence de ’acétamipride sur I’urémie (g/l) chez

des souris males pendant 30 jours de traitement.
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Selon les résultats obtenus, les souris traitées avec les doses 1/3DL50 et 1/2DL50
montrent une diminution de I’'urémie qui est de 1’ordre de 0,34g/1 = 0,02 et de 0,40g/1 = 0,05
respectivement par rapport aux témoins ou I'urémie est de I’ordre de 0,44g/1 + 0,01. L’analyse
statistique montre une différence significative (P = 0,003) avec la dose 1/3DL50 et non

significative avec la 1/2DL50 (P =0,27).

1I1.1.2.2. Créatinémie :

Les résultats des variations de la créatinémie chez les souris méales témoins et traitées
et leurs significations statistiques sont rassemblés dans les figure 10 et 11 et dans les tableaux

XVI, XVII, XVIII, XIX, XX, XXI et XXII de I’annexe 2.

mg/|
O B N W M U1 OO N 0 ©
|

Taux plasmatique de la créatinine

Témoin TR

Figure 10 : Influence de la 1/3 DL50 d’acétamipride sur la créatinémie (mg/l) chez les

souris males traitées pendant 15 jours.

En comparaison avec la créatinémie des souris témoins (7,5mg/l £ 0,7), les résultats
révelent une diminution de I’ordre de 6,5mg/1 = 0,07 chez le groupe traité avec 1/3 DL50 avec

un P =0,14. Cependant, la différence reste statistiquement non significative.
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Taux plasmatique de la créatinine mg\|

témoin TR Trll

Figure 11 : Influence de deux doses d’acétamipride sur la créatinémie (mg/l) chez

les souris males traitées pendant 30 jours.

En comparaison avec la créatinémie des souris témoins (3,5 mg/l £ 0,71), les résultats
révelent une faible augmentation chez les souris traitées. Cette augmentation est de 1’ordre de
4,5mg/l + 1 et 5,5mg/1 £ 0,7 respectivement. L’analyse statistique montre des différences non

significatives (p = 0,14 et 0,05 respectivement).

111.1.3. Etude histologique :

I11.1.3.1.Structure du parenchyme rénal chez les souris témoins :

L’¢étude histologique du parenchyme rénal des souris témoins montre, de I’extérieur
vers I’intérieur, une organisation structurale classique composée d’une fine capsule au-dessus
d’un cortex dense et une médullaire centrale plus claire (Figure 12a).

Le cortex rénal est composé de plusieurs glomérules et tubules (figurel2 b et c). Les
glomérules rénaux ont une forme dense et arrondie limitée par le feuillet pariétal de la capsule
de Bowman. Cette derniére est constituée d’un épithélium unistratifié. Le peleton
glomérulaire entouré d’un feuillet viscéral bordé de cellules podocytes qui séparent les

capillaires sanguins de I’espace de Bowman (figure 13 e) et (figure 14 h).

Les tubules rénaux sont au nombre de deux types, les contournés proximaux et les

contournés distaux. Les proximaux sont tapissés de cellules épithéliales cubiques avec un
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noyau volumineux clair et central. Le cytoplasme est abondant et dense. La surface cellulaire
est caractérisée par une bordure en brosse formé par de nombreuses villosités .Ces tubules
sont plus nombreux que les tubules contournés distaux. Les tubules distaux sont constitués de
cellules épithéliales dont la membrane plasmique est invisible. La bordure en brosse est
absente ou seulement trés peu développé avec un noyau lenticulaires .Ces tubes ont un

diamétre extérieur inferieur a celui des tubules proximaux (figure 13 f) et (figure 14 1).

La medulla rénal est composée de deux types de tubules, les collecteurs de forme
allongées entourés de cellules larges reposant sur une basal épaisse, I’anse de Henlé plus
étroite que les segments des tubules contournés, est constituée de cellules cubiques basses

avec des noyaux ovoides (Figure 15 j et k).

I11.1.3.2.Structure du parenchyme rénal chez les souris traitées

> Chez les souris traitées pendant 15 jours

La structure générale du parenchyme rénale est maintenue chez les souris traitées par
la dose de 1/2 DL50 (99 mg/kg/j) et de 1/3 (66mg/kg/j) d’acétamipride pendant 15jours
(figure 16 a, b et c). Alors que plusieurs altérations sont observées au fort grossissement et qui
sont plus ou moins importantes chez les souris traitées par 99 mg/kg/j. Les altérations
retrouvées se manifestent principalement par :

e Laprésence de congestions sanguines interstitielles (Figure 17 e et f).

e Dans certains endroits, une dégénérescence de 1’épithélium glomérulaire avec un
peloton capillaire atrophié présentant quelques congestions sanguines chez les souris
traitées avec 99 mg /kg/j (figurel8 1). La chambre glomérulaire dilatée (figurel8 h et
).

e Dégénérescence locale de 1’épithélium et dilatation des lumiéres de quelques tubules
distaux avec restriction de celles des proximaux chez les souris traitées avec
99mg/kg/j (figurel9 k et 1).

e Dilatation des lumiéres des tubules collecteurs et de 1’anse de Henlé au niveau du
parenchyme rénale médullaire (figure20 m et n) avec la présence de légeres

congestions sanguines chez les souris traitées avec 99mg/kg/j d’ACE (figure 20n).
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» Chez les souris traitées pendant 30 jours

En comparaison avec les souris témoins et traitées pendant 15 jours, les reins des

souris traitées avec 1 /2 de la DL50 (99 mg/kg/j) et 1/3 (66mg/kg/j) d’acétamipride pendant

30 jours ont gardé le méme aspect général de leur parenchyme (figure 21 a, b et ¢) avec la

présence des altérations plus importantes.

Présence de congestions sanguines importantes chez les traitées avec 99 mg/kg/j au
niveau interstitiel et glomérulaire par rapport a celles retrouvées chez les traitées par
66mg/kg/j (figure 22 e et f).

Dégénérescence de 1’épithélium glomérulaire avec une chambre de Bowman dilatée et
un peloton capillaire atrophié (figure 23 h et 1). Ce dernier présente des congestions
sanguines sauf chez les souris traitées avec 99 mg /kg/j (figure 23 1).

Dégénérescence de 1’épithélium avec dilatation des lumiéres des tubules distaux et
restriction de celles des proximaux (figure 24 k et 1). Ces changements sont plus
importants chez les souris traitées avec 99mg/kg/j (figure 24 1).

Dilatation des lumiéres des tubes collecteurs et de I’anse de Henlé au niveau de la
médulla (figure 25 m et n).

Présence de congestions sanguines chez les souris traitées avec 66mg/kg/j d’ACE

(figure 25 m).
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Cc : capsule conjonctive; C : cortex ; M : médullaire ; G : glomérule rénal ; TC : tube contournés.
Figure 12 : Aspect général du parenchyme rénal chez les souris males témoins.

Coloration : Trichrome de Masson ; Grossissement : x 40 (a, et ¢)

Coloration : Hématoxyline éosine ; Grossissement : x 100 (b).
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K ) _ i B "\ nmon 1
Cg : chambre glomérulaire ; G : glomérule rénal ; CB : capsule de Bowman ; Tcd : tube contourné distal ;

Tcp : tube contourné proximal ; L : lumicére.

Figure 13 : Structure des glomérules et tubules du cortex rénal des souries males témoins pendant 15 jours.

Coloration : Trichrome de Masson ; Grossissement : x400 (d) ; x 1000 (e, et f).
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Tcd : tube contourné distal ; Tcp : tube contourné proximal ; L : lumiére.

Figure 14 : Structure des glomérules et tubules du cortex rénal des souries males témoins pendant 30 jours.

Coloration : Trichrome de Masson ; Grossissement : x400 (g) ; x 1000 (h, et i).
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Figure 15 : Structure du parenchyme rénal médullaire chez les souris méles témoins.

Coloration : Trichrome de Masson ; Grossissement : x400 (j et k).
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Cc : capsule conjonctive; C : cortex ; G : glomérule rénal ; Cs : congestion sanguine.

Figure 16 : Aspect général du parenchyme rénal cortical, a : chez les témoins, b : chez les traitées avec 1/3DLS50,
¢ : Chez les traitées avec 1\2 DL 50 d’acétamipride pendant 15 jours.

Coloration : Trichrome de Masson ; Grossissement : x100 (a, b et c).
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Figure 17 : Présence des congestions sanguines au niveau du parenchyme rénal cortical, d : chez les témoins,
e : chez les traitées avec 1/3 DL50, f : Chez les traitées avec 1\2 DL 50 d’acétamipride pendant 15 jours.

Coloration : Trichrome de Masson ; Grossissement : x400 (d, e, f).
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Cg : chambre glomérulaire ; G : glomérule rénal ; CB : chambre glomérulaire ; L : lumiére.

At s

Figure 18 : Structure des glomérules, g : chez les témoins, h : chez les traitées avec 1/3 DL50,
i : Chez les traitées avec 1\2 DL 50 d’acétamipride pendant 15 jours.

Coloration : Trichrome de Masson ; Grossissement : x1000 (g, h, et i).
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. My ™, SO AR

oximal ; Cs : congestion sanguine.
Figure 19 : Structure des tubules contournés proximaux et distaux, j : chez les témoins, k : chez les traitées avec 1/ 3 DL 50

1 : Chez les traités avec 1\2 DL 50 d’acétamipride pendant 15 jours.

Coloration : Trichrome de Masson ; Grossissement : x400 (j, k et 1).
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Figure 20 : Structure du parenchyme rénal médullaire chez les souris méles traitées pendant 15 jours.
m : Chez les traités avec 1/3 DL 50; n : Chez les traités avec 1\2 DL 50 d’acétamipride.

Coloration : Trichrome de Masson ; Grossissement : x400 (m et n).
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al ; Cs : congestion sanguine.

Figure 21 : Aspect général du parenchyme rénal cortical : a : chez les témoins, b : chez les traitées avec 1/3 DL50,
¢ : Chez les traitées avec 1\2 DL 50 d’acétamipride pendant 30 jours.

Coloration : Trichrome de Masson ; Grossissement : x100 (a, b et c).

35



CHAPITRE 111 RESULTATS ET DISCUSSION

G : glomérule rénal ;Tcd : tube contourné distal ; Tcp : tube contourné proximal ; Cs : congestion sanguine.

Figure 22 : Présence des congestions sanguines au niveau du parenchyme rénal cortical, d : chez les témoins,
e : chez les traitées avec 1/3 DLS50, f : Chez les traitées avec 1\2 DL 50 d’acétamipride pendant 30 jours.

Coloration : Trichrome de Masson ; Grossissement : x400 (d, e, f).

36



CHAPITRE 111 RESULTATS ET DISCUSSION

Cg : chambre glomérulaire ; G : glomérule rénal ; CB : capsule de Bowman ; L : lumicre.

Figure 23 : Structure des glomérules, g : chez les témoins, h : chez les traitées avec 1/3 DLS0,
i : Chez les traitées avec 1\2 DL 50 d’acétamipride pendant 30 jours.

Coloration : Trichrome de Masson ; Grossissement : x1000 (g, h, et i).
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Figure 24 : Structure des tubules contournés proximaux et distaux, j : chez les témoins,
k : chez les traitées avec 1/3 DL 50, 1: Chez les traités avec 1\2 de la DL 50 d’acétamipride pendant 30 jours.

Coloration : Trichrome de Masson ; Grossissement x1000 (j, k et I).
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M : Médullaire ;Tc :tube collecteur ; HA : Anse de Henlé, L : lumiére ; Vs :vaisseaux sanguins.

Figure 25: Structure du parenchyme rénal médullaire chez les souris mailes traitées pendant 30 jours.
m : Chez les traités avec 1/3 DL 50 d’acétamipride ; n : Chez les traités avec 1\2 DL 50 d’acétamipride.

Coloration : Trichrome de Masson ; Grossissement : x400 (m et n).
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II1.2.DISCUSSION

L’acétamipride (ACE) est un membre de la famille des insecticides néonicotinoides
couramment utilisés contre une grande variété d’insectes nuisibles (Sanyal et al., 2008).
L'utilisation continue de 'ACE comme tous les autres insecticides entraine son entrée massive
dans la chaine alimentaire, ce qui provoque avec le temps une toxicité des étres vivants

(Mondal et al., 2014).

Dans notre étude qui porte sur la recherche de la toxicité de I’ACE administré par voie
orale a raison de 1/3 DL50 (66 mg/kg/j) et 1/2DL50 (99 mg/kg/j) chez les souris males de

souche N.M.R.L, plusieurs effets toxiques sont relevé surtout a I’échelle structurale.

Dans nos conditions expérimentales, toutes les souris témoins et traitées présentent
une diminution non significative du poids corporel sauf les souris traitées pendant 30 jours
par 1/3 DL 50 qui présentent une augmentation non significative du poids. Shakthi Devan et
al., (2015) ont déja noté une régression statistiquement significative du poids corporel avec
une diminution de la consommation d'aliments chez les souris traitées par 110mg/kg/j d’ACE
pendant 90jours .Zhang et al. (2010) et Singh et al. (2012) ont obtenu le méme résultat avec
les souris traitées d’ACE pendant 28 et 35 jours. Cependant, Zhang et al. (2012) ont noté une
augmentation du poids corporel la premiére quinzaine de la période du traitement chez les

souris males traités avec 1/5, 1/10 et 1/20 DL50 d’ ACE pendant 28 jours.

Sur le plan structural, I’observation microscopique chez les souris traitées n’a révélé
aucun changement de la forme des reins ni de 1’aspect général du parenchyme rénal. Des
résultats similaires sont retrouvés chez des rats femelles de la souche wistar traités par ACE a

raison de 25mg/kg /j (Mondal et al., 2014).

Au niveau du parenchyme rénal, plusieurs altérations sont observées au microscope.
Ces altérations se présentent sous forme de congestions sanguines, dégénérescence de
I’épithélium de certains tubes rénaux, changement du diametre des lumicres des tubes
contournés au niveau cortical et la dilatation des lumiéres des tubes collecteurs et de 1’anse de
Henlé dans la médulla rénale. Ces résultats sont similaires a ceux retrouvés par Mondal et al.
(2014) qui ont enregistré la présence d’une dégénérescence et d’une nécrose dans les tubes
contournés proximaux et distaux chez les rats traitées par 25 mg/kg/j d’ACE, des hémorragies

séveres sont aussi trouvées aux niveau des poumons et du coeur de ces souris.
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Noaishi et Abd Alhafez (2016) ont observé des hémorragies et des modifications
dégénératives et nécrotiques modérées au niveau du parenchyme rénal chez les rats traité a
I’ACE a raison de 100 mg/kg/j. Des troubles dégénératifs et nécrotiques dans les cellules
musculaires cardiaques sont aussi révélés chez des rats traités par 200mg/kg/; d’ACE (Mondal
et al., 2014) . Selon Mondal et al. (2016) ces mémes congestions, hémorragies et nécrose ont
été trouvés dans le foie, les poumons, la rate et le cceur chez des rats femelles de souche
wistar qui ont été traitées par 506mg/kg/j d’ACE. Par ailleurs, Zhang et a/. (2012) ont noté au
niveau des reins des souris males traités par 30 mg/kg/j pendant 35 jours des glomérules
atrophiés avec un espace capsulaire élargie, la couches viscéral et pariétal de I’espace de
Bowman sont détruites et certaines d’elles disparaissent. Les cellules épithéliales des tubes

rénaux sont gonflées et certaines d’elles ont un cytoplasme vésiculé.

Selon plusieurs recherches expérimentales, I’ACE a des effets toxiques sur plusieurs
organes tels que les testicules. Chez les rats traités par 100mg/kg/; d’ACE pendant 30 jours,
les testicules présentent une réduction des couches spermatogonies dans les tubules
séminiféres et du nombre de spermatozoides (Keshta et al., 2016). Rasgele et al. (2015) ont
note une dégénérescence vacuolaire et une dilatation des capillaires sinusoides au niveau du

parenchyme hépatique des souris traitées avec différentes doses d’ACE.

L’exploration de la fonction rénale a montré une diminution non significative de
I’urémie chez les souris traitées par 1/3 et 1/2 DL50 pendant 15 et 30 jours et une diminution
significative pour les souris traitées par 1/3 DL50 pendant 30 jours. La créatinémie a
augmenté d’une maniére non significative chez tout les traitées pendant 30 jours et une
diminution non significative chez les traitées par 1/3 DL50 d’ACE pendant 15 jours. Nos
résultats ne corroborent pas avec ceux de Noaishi et Abd Alhafez (2016). qui ont trouvé des
valeurs normaux de I’urée et de la créatinine chez les souris traitées avec une faible dose (12,4
mg/kg/j) et une augmentation significative du taux des deux parametres chez les traitées avec

une fortes dose (1/10 DL50) d’ACE.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

La recherche des effets toxiques de 1’acétamipride a raison de deux doses différentes
(1/2 et 1/3 DL50) administrées par voie orale pendants 15 et 30 jours chez des souries males
montre clairement que ce traitement entraine des modifications histologiques au niveau des
reins et une variation de I’urémie et la créatinémie. Ces modifications sont plus ou moins
importants et s’accentuent en fonction de la dose administrée et de la période
d’expérimentation.

En général, les variations de I’'urémie et de la créatinémie restent statistiquement non
significatives.

Cependant, a I’échelle tissulaire, une destruction partielle et une inflammation sont bien
apparentes au niveau du parenchyme rénal. La destruction est manifestée par la dégénérescence
de I’épithélium glomérulaire et de quelques tubules et la dilatation de la chambre glomérulaire.
L’inflammation est caractérisée surtout par les congestions sanguines au niveau interstitiel et

glomérulaire.
Il serai intéressant d’approfondir cette étude par :

Augmentation de I’effectif des souris.
Chercher la toxicité chronique en prolongeons la durée de traitement,

D’appliquer le méme traitement sur des souris femelles pour comparer les effets,

- = & ¥

Chercher la toxicité aux niveaux des autres organes tels que le foie, le cerveau, la rate,

I’appareil reproducteur.....,

+ De faire un dosage sanguin chez les agriculteurs et les citoyens qui habitent dans un
environnement contaminé par ce type d’insecticide.

+ D’utiliser la microscopie électronique afin de chercher les 1ésions a 1’échelle des

organites cellulaires.
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ANNEXE 1

I. MATERIEL ET REACTIFS

I.1. Réactifs

1.2.

L.3.

L’acétamipride.
L’eau distillée.
L’héparine.

Formol 36%.

Alcool (96%, 99.8%).
Xyléne.

Paraffine « Leica ».
Colorants.

L’Eukitt.

Appareillage

R/
A X4

Balance ¢électrique.
Balance de précision.
Bain d’eau thermo-statée.
Bain Marie.
Centrifugeuse.
Spectrophotométre.
Etuve.

Microtome de type « Leica ».

Platine refroidissante de type « Leica ».

Réfrigérateur.
Microscope photonique.

Appareil photos numérique.

Autre matériel

Cages en plastiques.
Mangeoires et biberons.
Sonde de gavage pour souris.
Seringues et aiguilles.

Trousse de dissection.
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RS

» Tubes héparines.

X/
L X4

Boites en verre.

Bécher.

X/
L X4

s Entonnoirs.

< Eprouvette graduée.

X/
L X4

Erlenmeyer.

X/
L X4

Parafilm.
** Pince en bois.

s Pissette d’eau distillée.

X/
°e

Spatule.

X/
°

Cassette en plastique.
% Moules en métal (porte-cassette).

% Lames porte-objet et lamelles.

X/
L X4

Porte-lames.

X/
°e

Papier aluminium

Tableau II : composition des bouchons alimentaire.

Composition des bouchons alimentaire

CMV (concentrés minéraux vitamingés)

Mais

Orge

Son de blé

Phosphore
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Tableau III : Les réactifs du dosage de I’urée

Réactifs Composition
Flacon R1 : SALICYLATE
Salicylate....c.ooveeeeeeeerereerieeceereene 31 mmol/L
Nitroprussiate......cceeeeveeeeerererevereenne.n 1,67mmol/L
Flacon R2 : UREASE
UFBASE oo ee s >15 KUI/L
Flacon R3 : REACTIF ALCALIN
Sodium hypochlorite .........ccceeue... 7 mmol/L
Hydroxyde de sodium.................... 62mmol/L
Flacon R4 : ETALON
UFBE oottt ettt e 6,66 mmol/L
Tableau IV : Les réactifs du dosage de la créatinine
Reactifs composition
Standard
Reactif 1
Acide PiCriQUe....cceecveeeeereecreereeeeee e 25mmol/L
surfactants
Réactif 2 Sodium hydroxyde ......cccceeeeeveeerennne 0,4mol/L

I1. Fiches techniques

I1.1. Fiche technique N°1 : Fixation
Fixateur : formol 10%

Formule brute : CH20

Masse molaire : 30.026 = 0.0012 g/mol

Masse volumique : 0.8 g/m3

I1.2. Fiche technique N°2 : Coloration

Les protocoles des deux colorations sont les suivants :

I1.2.1. Coloration a I’hématoxyline-éosine

-Unbainde XyIene. ......ooouiiiiiii i 30 min
- Incubation dans PPEetUVE .....ooornnii e, 2-3 min
SUnDbain d’alcool. ..o, 10 min

- Ringage a l’eau courante .............ooeviiiiiiiiiiiiiiiiieieieeeeae 1 min
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- Un bain d’hématoxyline............ccooiiiiiiiiiiii e 20 secondes.
-Ringage a I’eau courante.............oouiviiiiiiiiiiii e 5 minutes.
-Un bain d’€0SINe... ...ttt e 30 seconde.

- Ringage rapide deux foie a 1’eau courante.

11.2.2. Coloration de Trichrome de Masson

-Unbainde XyIene. ......ooouiiiiiii i 30 min

- Incubation dans I’étuve ... 2-3 min
-Unbain d’alcool........ooviiiii 10 min

- Ringage a l’eau courante .............ooeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeae 1 min

- Un bain d’hématoxyline ...........ccooiiiiiiiiiiiiiii e, 20 secondes.
- Ringage a ’eau courante.............coovuiiiiiiiiiiiiiiii e e, 5 minutes.

- Un bain de Fuchsine Pongeau.....................oooiiiiiiiiiiiion. .. 2 minutes.

- Ringage rapide a I’eau courante
- Un bain d’acide phosphomolybdique................coooiiiiiiiiiiiiiins 5 minutes.
-Unbainde Vert Jumi€re...........ooooiiiiiiiii e, 2 minutes.

- Ringage rapide a I’eau courante.
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Figure 4 : sacrifice et
prélevement d’organes

Figure 5 : Procédure d’inclusion et mise en bloc
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Figure 6 : Cages en plastique

Figure 7 : Régime alimentaire
sous forme de croauettes

Figure 8 : Marquage
spécifique des souris

VICHE
]

Figure 9 : Pesée des

souris

Figure 11 : tubes
héparinés

Figure 12 :
centrifugeuse

Figure 13 : I’automate
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Figure 14 : étuve

Figure 15 :confection
des coupes par

Figure 16 : rubans étalés
dans un bain marie

Figure 17 : Série de coloration

Figure 19: Eukitt 28

Figure 18: Fixation des lames

Figure 20 : Microscope
photonique

Spectrophotomeétre

‘ ‘ Figure 21 :




Figure 22 : Porte lame

Figure 24 : Trousse
de dissection
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Figure 23 : Bain marie

Figure 25 : Balance
¢lectronique

Figure 26 : les lames
rodées

Figure 27 : Moules a
inclusion

Figure 28 : Cassettes
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Figure 29 : plaque
refroidissante Leica

Figure 30 : fixation des
organes dans le formol

Figure 31 : Micropipettes
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II. Calcul statistique

Soit une série statistique {Xj, X2, X4, <o+ cvv ovn ...

naturel non nul)

II.1. La moyenne arithmétique

_x1+x2+x3+---

...Xn} dont n appartient a N* (entiers

n

+xn  lj—1 Xl

m =
n
dont :
m : la moyenne arithmétique.

n : Deffectif de la série.

X : le caractére étudié.

11.2.La variance

[
n

dont :
v: la variance.
m: lamoyenne aréthmithique.

n: Ueffectif de la série.
X : le caractére étudié.

I1.3.L’écart type

ou

o: D’écart type.

v: la variance.

— Z?=1(xi—m)2

n
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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
particuliérement puissant pour les petits effectifs (n < 50). La statistique du test s'écrit :

2] :
Yic1 @i (Xm-i+n) — X))

W= 2i(x; —m)?

Ou
X : la série des données triées.

E] : la partie entieére du rapport g

a;: constantes correspondantes a une distribution normale.
m: la moyenne arithmétique.

Plus W est élevé, plus la compatibilité avec la loi normale est crédible. Les valeurs
seuils W sont lues dans la table de Shapiro-Wilk. La région critique, rejet de la normalité,
s'écrit :

R- C. N W <Wcrit

I1L.5. Test de Student (indépendant)

On étudie deux variables X et Y et on cherche a savoir si les deux observations de
taille ny et my, de moyennes observées myet my et de variances observées s’ yet s y issues
. ' . . 2 ' .
respectivement d'une population de moyenne uy et de variance é°x et d'une population de

. 2 . \ . ;.
moyenne uy et de variance d”y, proviennent de la meéme loi théorique de moyenne u. Les

hypothéses sont:

Ho: ux = py et le traitement n’a pas d’effet.

H;: ux # py et le traitement a provoqué un changement.

Pour nx<30 ounY < 30, et o’ = o’ y, la statistique du test est :

La variance commune estimée : S =
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Le test de Student :

dont :

mX: la moyenne arithmétique de I’observation X.
mY: la moyenne arithmétique de 1’observation Y.
s: la variance commune estimée.
nX: Deffectif de I’observationX.
nY: [Deffectif de I’observation Y.
s°x : la variance de I’observatioX.

s’ v la variance de 1’observatioY.

On compare le 7,55 avec #,, de la table de Student avec un pourcentage d’erreur o= 5%
et un degré de liberté ddl = n;+ n; - 2:
. Si t,p5<ty : Hy est retenue, la différence est non significative et le traitement

n’a pas d’effet.

* Si t,p>ty - Hy est retenue, la différence est significative et le traitement a un

effet.

II1.6. Test de Fisher

Il sert a vérifier 1'égalité de deux variances (homoscédascticité). Les hypotheses du

test sont :

HO : 82X =982Y

HI : 82X #032Y
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La statistique du test est :

Fops =

dont:

nX: leffectif de I’observation X.
nY: 1effectif de ’observation Y.
s v la variance de 1’observatioX.

2 . }
sy la variance de 1’observatioY.

On compare le F,;s avec la valeur seuil dans la table de Fisher-Snédécor a nx— 1 et nyl
degrés de liberté.
* Si F,<valeur seuil : Hy est retenue, la différence entre les variances des deux

observations n’est pas significative.

* Si F,e>valeur seuil : H; est retenue, la différence de variance des deux

observations est significative.
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Tableau V : table de Student

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

>~2] 090 [ o500 | 0300 | 0200 | 000 | opso [ opeo [ opw 0,001
1 | 0,584 | 1,0000 | 19626 | 30777 | 6,3138 | 12,7062 | 31,8205 | 63,6567 | 636,6193
2 10,1421 | 08165 | 1, 3862 | 18256 | 2.0200 | 43007 | 68640 | S0ME | 31,5001
4 01366 | 07649 | 1,2498 | 1,6377 | 23534 | 31824 | 45407 | 58400 [ 12,9240
4 | 0,1338 | 0,7407 | 1,1806 | 15332 | 2,1318 | 2,7764 | 3,7460 | 46041 | 8,6103
i 01322 | 0.7267 | 1,1558 | 14758 | 20150 | 2.65006 | 33649 | 4,0321 B,BGES
6 |01311 |0,7176 | 11342 | 14308 | 19432 | 24469 | 31437 | 35074 | 50588
¥ 0,1303 | O,7110 | 1,1192 [ 1.4140 | 1.8046 | 23646 | 20080 | 34905 | 54079
B 01207 | O0,7064 | 11021 | 1,3068 | 1.8585 | 2,3060 | 28065 | 3,355 5,13
8 | 0,1293 | 0,7027 | 1,0007 | 1,830 | 1,8331 | 22622 | 28214 | 3.,2408 | 4,7809
10 | 0,1280 | 06008 | 10031 | 1,8722 | 18125 | 22281 | 27638 | 3,1693 | 4.5869
11 | 01286 | 0,6974 | 10877 | 1.,3634 | 1,7958 | 2,2010 | 2,7181 | 3,1058 | 44370
12 | 01283 | 0,G055 | 1,0832 | 1,3562 | 1,7823 | 2,1788 | 26810 | 30545 | 43178
13 | 0,1281 | 0,66838 | 10795 | 1,3502 | 1,7700 | 21604 | 26503 | 30123 | 42208
14 |0,12%0 | 0,6024 | 1,0763 | 1,450 | 1,7613 | 2,1448 | 26245 | 2,076 | 4,1408
15 | 0IE2Ts | 06812 | 1.0V35 | 13406 | 1,7531 | 21314 | 26025 | 20467 4,0728
16 | 01277 | 06001 | 1,071 | 1,3368 | 1.7450 | 2.1199 | 25835 | 20208 | 40050
7 10,1276 | 0,6802 | 10690 | 13334 | 1,7306 | 21098 | 25660 | 28082 ( 20651
12 | 01274 | D.6ESY | 10672 | 13304 | 1,7341 | 21008 | 25524 | 28784 3,50216
19 | 0,1274 | 006ETG | 106556 | 1.3277 | 1,7201 | 209300 [ 25395 | 28609 3,583
2| 01273 | 06ET0 | 10E0 | 1,3253 | 1,7247 | 20260 | 25380 ( 23,8453 3. 2495
21 | 01272 | D6eGd | 1,062 | 1,3232 | 1,727 | 20006 | 25176 | 2,8314 3.8193
22 10,0271 | 06858 | 10614 | 13212 | 1,7171 | 20739 | 25083 | 28188 | 3,702]
| 01371 | 06853 | 10603 | 1,3105 | 1,7138 | 20687 | 24008 | 28073 3, 7676
2 | 0,270 | 0,6848 | 10593 | 13178 | 1,7108 | 20630 | 24922 | 2,7060 37454
25 | 00260 [ D684 | 10584 | 13163 | 1,7081 | 20505 | 24851 | 2,874 3,7251
o | 0,126 | 06840 | 1,0875 | 1,3150 | 1,7056 | 20555 | 24786 | 2,7787 | 43,7066
27 | 0,1268 | 06837 | 1,0567 | 13137 | 1,7033 | 20518 | 24727 | 27707 3, R0
2% | 0,1268 | 0,6834 | 1.0560 | 1,3125 | 1.7011 | 20484 | 24671 | 2,7633 | 36730
20 | 0,1268 | 0,6830 | 10553 | 13114 | 1.6001 | 20452 | 24620 | 2,7564 | 3.6504
0 | 0,1267 | 0,6828 | 10547 | 1,3104 | 1,6073 | 20423 | 24573 | 2,7500 | 36460
40 | 0,1265 | 0,6807 | 1,0500 | 1.3031 | 16839 | 20211 | 24233 | 2,745 | 34,5510
60 | 0,1262 | 06786 | 1,0455 | 1,2958 | 1.,6706 | 20003 | 23901 | 26603 | 34602
B | 01261 | 06TP6 | 10432 | 1,2022 | 16641 | 10001 | 2373 | 26387 34163
120 | 0,1250 | 06765 | 1.0400 | 12886 | 16577 | 1.9799 | 23578 | 26174 1,373

[« [0.0957 [ 06745 | 10364 | 1,2816 | 1e440 | 10600 |

330603 | b ] | o, NG I
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Tableau VI : table de Fisher

v; est le nombre de ddl du numérateur avec 0= 0,05. v,

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

LR 2 3 4 5 6 8 10 | 15 | 20 | 30 r

161 | 200 | 216 | 225 | 230 | 234 | 230 | 242 | 246 | 248 | 250 | 254
185 | 190 | 102 | 19,2 | 19,3 | 193 | 104 | 104 | 194 | 104 | 195 | 19,5
10,1 | 0,55 | 928 | 0,12 | 0,01 | 804 | 885 | 8,70 | 8,70 | 8,66 | 8,62 | 8,53
7,71 | 694 | 650 | 6,30 | 6,26 | 6,16 | 6,04 | 596 | 5,86 | 580 | 5,75 | 5,63
6,61 | 579 | 541 | 5,10 | 5,05 | 4,95 | 4,82 | 4,74 | 4,62 | 4,56 | 4,50 | 4,36
5099 | 514 | 4,76 | 4,53 | 4,30 | 428 | 4,15 | 4,06 | 3,94 | 387 | 3,81 | 3,67
550 | 4,74 | 435 | 4,12 | 397 | 387 | 3.73 | 3,64 | 3,51 | 344 | 338 | 3,23
8532|446 | 407 | 384 | 3,60 | 358 | 344 | 335 | 3,22 | 3,15 | 3,08 | 2,03
9 512|426 | 386 | 363|348 | 337 (32331430 |204 286|271
04,96 | 4,10 | 371 | 348 | 333 | 322 | 3,07 | 2,98 | 2,85 | 2,77 | 2,70 | 2,54
11 | 4,84 | 398 | 350 | 3,36 | 320 | 3,00 | 2,05 | 2,85 | 2,72 | 2,65 | 2,57 | 2,40
12 | 4,75 | 3,80 | 349 | 326 | 3,11 | 3,00 | 2,85 | 2,75 | 2,62 | 2,54 | 2,47 | 2,30
13 | 4,67 | 3,81 | 3,41 | 3,18 | 3,03 | 2,02 | 2,77 | 2,67 | 2,53 | 2,46 | 2,38 | 2,21
14 | 4,60 | 3,74 | 3,34 | 3,11 | 2,96 | 2,85 | 2,70 | 2,60 | 2,46 | 2,39 | 2,31 | 2,13
15 | 4,54 | 3,68 | 3,29 | 3,06 | 2,90 | 2,79 | 2.64 | 2,54 | 2,40 | 2,33 | 2.25 | 2,07
16 | 4,49 | 3,63 | 3,24 | 3,01 | 2,85 | 2,74 | 2,50 | 2,40 | 2,35 | 2.28 | 2,19 | 2,01
17 | 4,45 | 3,50 | 320 | 2,06 | 2,81 | 2,70 | 2,55 | 2,45 | 2,31 | 2,23 | 2,15 | 1,96
18 | 4,41 | 355 | 3,16 | 2,03 | 2,77 | 2,66 | 2,51 | 2,41 | 2,27 | 2,19 | 2,11 | 1,92

o] S R e O D e

19 | 4,38 | 3,52 | 3,13 | 2,90 (2,74 | 263 (248 | 2,38 | 2,23 | 2,16 | 2,07 | 1,88
20 | 4,35 | 349 | 3,10 | 2,87 | 2,71 | 2,60 | 245 | 2,35 | 2,20 | 2,12 [ 2,04 | 1,84
22 | 4,30 |'344 | 305 | 2,82 | 266 | 2,60 | 240 | 2,30 | 2,15 | 207 | 1,98 | 1,78
24 | 4,26 | 340 | 3,01 | 2,78 | 2,62 | 251 | 236 | 2256 | 211 (203 | 1,94 | 1,73
26 | 4,23 | 337 | 298 | 2,74 | 259 | 247 [ 232 | 222 | 2,07 | 1,99 ( 190 [ 1,69
28 | 4,20 ) 3,34 | 295 | 2,71 | 25656 | 245 | 2,20 | 2,19 | 2,04 | 1,96 [ 1,87 | 1,65
30 | 4,17 | 332 | 292 | 260 | 253 | 242 | 227 | 2,16 | 2,01 | 193 | 1,84 | 1,62
40 | 4,08 | 323 | 2,84 | 261 | 245 | 234 [ 2,18 | 208 | 1,92 | 184 | 1,74 | 1,51
50 | 4,03 | 3,18 | 2,79 | 2,56 | 240 | 229 | 213 | 2,03 | 1,B8Y | 1,78 | 1,69 | 1,44
60 | 4,00 | 3,15 | 2,76 | 2,53 | 237 | 225 | 2,10 | 1,99 | 1,84 | 1,75 | 1,65 | 1,39
BO | 3,96 | 3,11 | 2,¥2 | 249 | 233 | 221 | 2,06 | 1,95 | 1,79 | 1,70 | 1,60 | 1,32
100 ) 3,94 | 300 | 270 ( 246 | 2,31 | 2,19 | 203 [ 193 | 1,77 | 1,68 | 1,57 | 1,28
« | 3,84 | 3,00 | 260 | 237 | 2,21 | 2,10 | 1,94 | 1,83 | 1,67 | 1,57 | 1,46 | 1,00
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Tableau VII : Table des valeurs limites de Shapiro-Wilk a 1% et 5% d’erreur

Nn= la taille de 1’échantillon

n 5% | 1%

3 0.767 | 0.753
4 0.748 | 0.687
5 0.762 | 0.686
() 0.788 | 0.713
7z 0.803 | 0.730
a8 0.818 | 0.749
9 0.829 | 0.764
10 |0.842|0.781
11 | 0.850]|0.792
12 0.859 | 0.805
13 |0.856|0.814
14 | 0.874| 0825
15 |0.881]|0.835
16 | 0.B87 | 0.844
17 |0.892]| 0.851
18 | 0.897| 0.858
19 | 0.901| 0.863
20 |[0.905| 0.868
21 [0.908|0.873
22 0911 | 0.878
23 0.914| 0.881
24 | 0916 | 0.884
25 (0918 0.8388
26 | 0920 ]| 0.891
27 | 0923 | 0.894
28 | 0924 0.896
29 | 0926 | 0.8B98
30 | 0927|0900
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Tableau VIII : Table de dilution d’alcool (Table de Gay-Lussac)

Concentration initiale

100 99 | 98 | 97 96 | 95 | 90 | 85 | 80 | 75 | 70 | 65 | 60 | 50
Concentration/956,5 |5,15 (3,83 2,53 |1,25

finale  |90(1325 |11,83 |10,43 19,07 17,73 |64t
85(20,54 19,05 17,58 |16,15 [14,73 [13,33 16,56
80(28,59 27,01 (25,47 123,95 (22,45 (20,95 |13,79 (6,83
75[37,58 35,9 |34,28 |32,67 31,08 29,52 (21,89 |14,48 7.2
70(47,75 45,98 44,25 142,54 40,85 (39,18 (31,05 (23,14 [15,35 7,64
65/59,37 57,49 [55,63 |53,81 [52 (50,22 141,53 |33,03 [24,66 (16,37 [8,15
60(72,82 70,80 68,8 65,85 64,92 [63  |53,65 |44,48 (3544 |26,47 |17,58 (8,76
55/88,6 |86,42 84,28 182,16 80,06 (77,99 (67,87 57,9 |48,07 [38,32 [28,63 |19,02 19,47
50(107,44|105,08(102,75/100,44(98,15 (95,89 184,71 |73,90 (63,04 |52,43 41,73 [31,25 20,47
45(130,26|127,67/125,11/122,57|120,06(117,57/105,34(93,30 (81,38 169,54 57,78 (46,09 34,46 11,41
401158,56|155,68(152,84/150,02(147,22(144,46/130,8 |117,34(104,01/90,76 (77,58 (64,48 51,43 (25,55
35(194,63|191,39/188,19185,01|181,85(178,71 /163,28 |148,01(132,88117,82/102,84(87,93 73,08 43,5
30(242,38(238,67|234,991231,33(227,70(224,08 206,22 |188,57|171,05153,61 136,04 (118,94/101,71 67,45
253089 |304,521300,18(295,86(291,56/287,28(266,12 [245,15224,3 203,61|182,83|162,21|141,65/100,73
20(408,5 |403,13/397,79/392,47(387,17/381,9 1355,8 [329,84/304,01 278,26/252,58(226,98|201,43/150,55
15/574,75(567,43|560,53(553,55(546,59 539,66|505,27 [471  |436,85/402,81 (368,83 /334,91 (301,07 (233,64
10/907,09/896,73/886,4 |876,1 (865,15/855,15(804,5 (753,65 702,89/652,21(601,6 |551,06/500,50(399,85

Les chiffres en noir indique la qunatité d’eau en ml a ajouter a 100ml d’alcool de
concentration initiale x ( en bleu) pour obtenir la concentration désirée.
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Tableau IX : Valeurs pondérales moyennes des souris miles témoins et traitées par

1/30 DL50 de ’acétamipride pendant 15 jours (Lot A).

. Poids corporel 2 JO | Poids corporel a J7 | Poids corporel a J15
souris
) (® (g
Témoins 20+8 27,66 + 8,082 26,66 + 9,073
Traitées par 1/30
DL50 31,25 5,560 29,75 £ 5,377 31,5+4,041

Tableau X : Poids corporel des souris males témoins pendant 15 jours.

. Poids corporel a jO poids corporel a J7 Poids corporel a J15
souris

(® ® ®

1 37 35 35

2 29 29 28

3 21 19 17
Moyenne 29 27,66 26,66
Ecart type 8 8,082 9,073

Tableau XI : Poids corporel des souris males traitées par 1/30 DL50 de ’acétamipride

pendant 15 jours.

souris Poids corporel a jO poids corporel a J7 Poids corporel & 715 ()
(® (®

1 38 36 34
2 29 31 35
3 25 23 26
4 33 29 31

Moyenne 31,25 29,75 31,5

Ecart type 5,560 5,377 4,041
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Tableau XII : Valeurs pondérales moyennes des souris males témoins et traitées par

1/30 et 1/20 DL50 de I’acétamipride pendant 30 jours (Lot B).

Poids Poids Poids Poids Poids
souris corporel a JO | corporel a J7| corporel a corporel a corporel a
® 2 J15 (2) J23 (2) J30 (2)
Témoins 32+2,828 30+4,24 30,5+4,94 32+4,24 32+4,24
Traitées par
1/30 DL50 24,5+4,43 24,25+2.21 28,5+1,91 28,5+1,29 28,5+1,29
Traitées par
1/20 DL50 30,5+13,43 27+9,89 31,5+4,94 28,5+0,70 28,5+0,70

Tableau XIII : Poids corporel des souris males témoins pendant 30jours.

souris Poids corporel cor I::;l;ilsﬁ 37 Poids corporel | poids corporel | poids corporel
a0 (g) P ® a J15 (g) 2323 (g) a J30 (g)
1 30 27 27 29 29
2 34 33 34 35 35
Moyenne 32 30 30,5 32 32
Ii;;? 2,828 4,24 4,94 4,24 4,24

Tableau XIV : Poids corporel des souris méles traitées par 1/30 DL50 de I’acétamipride
pendant 30jours.

Poids . . . .
souris | corporel 2 jO pou!s corporel P01‘ds corporel p01fis corporel p01fis corporel
(@) aJ7 (g aJ15 (g) aJ23 (g) aJ30 (g)
1 30 25 31 30 30
2 26 25 27 27 27
3 22 26 29 29 29
4 20 21 27 28 28
Moyenne 24,5 24,25 28,5 28,5 28,5
Ecart 4,43 2,21 1,91 1,29 1,29
type
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Tableau XV : Poids corporel des souris males traitées par 1/20 DL50 de ’acétamipride

pendant 30jours.
Poids . . . .
souris | corporeld jo poids cormorel | Poids corporel | poids corporel | poids corporel
(@) alJ7(g) aJis (g aJ30 (g
1 40 34 35 29
2 21 20 28 28 28
Moyenne 30,5 27 31,5 28,5 28,5
Ecart 13,43 9,89 4,94 0,70 0,70
type

Tableau XVI : Valeurs moyennes de ’'urémie et de la créatinémie chez les souris males
témoins et traitées par 1/ 30 DL50 de I’acétamipride pendant 15jours.

souris Urée sanguine (g/1) Créatinine (mg/l)
Témoins 0,94+ 0,5 7,5+0,7071
Traitées par 1/30
DLS50 0,435+ 0,085 6,5+0,707

Tableau XVII: Valeurs de ’urémie et de la créatinémie chez les souris males témoins

pendant 15jours.

souris Urée sanguine (g/1) Créatinine (mg/1)
1 0,99 8
2 1,41 7
3 0,42
MOYENNE 0,94 7,5
Ecart type 0,5 0,7071




Tableau XVIII : Valeurs de 'urémie et de la créatinémie chez les souris males traitées

par 1/ 30 DL50 de I’acétamipride pendant 15 jours.

souris Urée sanguine (g/1) Créatinine (mg/1)
1 0,33
2 0,44 6
3 0,54 7
4 0,43
Moyenne 0,435 6,5
Ecart type 0,085 0,7071
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Tableau XIX : Valeurs moyennes de I’urémie et de la créatinémie chez les souris méles
témoins et traitées par 1/ 30 et 1/20 DL50 de ’acétamipride pendant 30 jours.

souris Urée sanguine (g/1) Créatinine (mg/1)
Témoins 0,4413+0,0155 3,5+0,7071
Traitées par 1/30
DL50 0,345+0,023 4,5+1
Traitées par 1/20
DL50 0,408+0,059 5,5+0,7

Tableau XX : Valeurs de ’urémie et de la créatinémie chez les souris males témoins

pendant 30jours.

Souris Urée sanguine (g/1) Créatinine (mg/1)
1 0,4303 3
2 0,4523 4
Moyenne 0,4413 3,5
Ecart type 0,0155 0,7071




Tableau XXI : valeurs de I’urémie et de la créatinémie chez les souris male traitées pas

1/30 DL50 de ’acétamipride pendant 30jours.

Souris Urée sanguine (g/l) Créatinine (mg/l)
1 0,3258 5
2 0,3789 5
3 0,3396 5
4 0,337 3
Moyenne 0,345 4,5
Ecart type 0,023 1

Tableau XXII : valeurs de I’urémie et de la créatinémie chez les souris male traitées pas

1/20 DL50 de ’acétamipride pendant 30jours.

Souris Urée sanguine (g/l) Créatinine (mg/l)
1 0,3661 6
2 0,45 5
Moyenne 0,408 5.5
Ecart type 0,059 0,7

ANNEXE 2




GLOSSAIRE

Atrophie : diminution de volume d’une cellule, d’un tissu, d’un organe, survenant apres la

naissance (Jeuge-Maynart et a/., 2010).

Constante de Henry : rapport de la valeur de la concentration en solution aqueuse d’une
matiere sur la valeur de la pression partielle de son gaz au-dessus de cette solution (Mesplede,

2005).

Dose létale 50 :c’est la masse protéique d’un lot donnée nécessaire pour tuer la moiti¢ des

souris inoculés (Gregoire et al ., 2008 ).

Hypertrophie : augmentation de volume d’un tissu, d’un organe, due & une augmentation de

volume de ses cellules (Jeuge-Maynart et al., 2010).

Nécrose : Une nécrose se traduit par des altérations du noyau et du cytoplasme de la cellule,

suivies, éventuellement, par des modifications des ¢léments extracellulaires (larousse médical,

2006).

Toxicocinétique : c’est 1’é¢tude du devenir des toxiques dans 1’organisme (Seifert, 2005).
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