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Résumé

L'usage multiple et incessant des pyréthrinoides devient une préoccupation mondiale
croissante. La présente étude a pour but d’évaluer ’effet hépatotoxique de I’insecticide
« lambda-cyhalothrine » chez la lapine de souche synthétique « Oryctolagus cuniculus » et ainsi
I’effet amélioratif probable de la vitamine C, Administres par gavage. Pour cela, 15 lapines ont
été répartis en trois lots: témoin (T), traité par LCT, traité par LCT et supplémenté par la
vitamine C, pendant 2ljours. Nous avons réalisés trois colorations topographiques
I’hématoxyline éosine, le trichrome de Masson et la réticuline, pour mettre en évidence I’effet
histopathologique de la LCT sur le parenchyme hépatique .Nos resultats montre une
désorganisation architectural, dilatation de la veine centro-lobulaire et une infiltration
inflammatoire chez le lot traité par I’insecticide seul. Cependant, une atténuation et une
régression des lésions engendrées par ce biopesticide chez les lapines supplémentées par la
vitamine C. Ces résultats sont confirmés par ceux de I’étude morphométrique qui montre une
augmentation de diameétre de la VCL et une diminution de la taille des noyaux et de cytoplasme
suite a D’exposition a LCT comparativement au témoin. Concernant [’examen
immunohistochimique de Ki67 et de AFP, 1’observation microscopique révele un signal positif
tres faible au niveau cytoplasmique et nucléaire chez les animaux témoins et un marquage faible
au niveau membranaire des hépatocytes chez les traitées par LCT+VC. Alors qu’une expression
cytoplasmique, membranaire, et voir méme nucléaire de ces proteines a été constatée chez le
lot traité uniquement par LCT. En conclusion, notre étude montre que I’exposition & lambda
cyhalothrine provoque une hépatotoxicité et la supplémentation de la vitamine C permet de
réduire les altérations histologiques sans conférer une protection compléte du foie.

Mots clé : Lambda-cyhalothrine, Vitamines C, Foie, Morphométrie, Immunohistochimie (Ki67
, AFP), Lapines .



Abstract

The multiple and relentless use of pyrethroids is becoming a growing global concern. The
purpose of this study is to evaluate the hepatotoxic effect of the insecticide
« lambda cyhalothrin » in the synthetic strain rabbit « Oryctolagus cuniculus » and thus the
probable ameliorative effect of vitamin C, administered by gavage. For this, 15 rabbits were
divided into three batches: control (T), treated with LCT, treated with LCT and supplemented
with vitamin C, for 21 days. We performed three topographic stains: hematoxylin eosin,
Masson's trichrome and reticulin, to highlight the histopathological effect of LCT on hepatic
parenchyma. Our results show an architectural disorganization, dilation of the centro-lobular
vein and an inflammatory infiltration in the batch treated with insecticide only. However, an
attenuation and regression of the lesions caused by this biopesticide in rabbits supplemented
with vitamin C. These results are confirmed by those of the morphometric study which shows
an increase in the diameter of the CLV and a decrease in the size of the nuclei and cytoplasm
following exposure to LCT compared to the control. Regarding the immunohistochemical
examination of Ki67 and AFP, microscopic observation revealed a very low positive signal at
the cytoplasmic and nuclear levels in the control animals and a low labeling at the membrane
level of the hepatocytes in those treated by LCT+VC. While a cytoplasmic, membrane, and
even nuclear expression of these proteins was observed in the batch treated only with LCT. In
conclusion, our study shows that exposure to lambda cyhalothrin causes hepatotoxicity and
vitamin C supplementation reduces the histological alterations without conferring a complete
protection of the liver.

Keywords: Lambda-cyhalothrine, Vitamins C, Liver, Morphometry, Immunohistochemistry
(Ki67 , AFP), Rabbits .
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Glossaire

Antioxydant : Substance capable de prévenir, réduire ou réparer des dégats occasionnés par
les radicaux libres. Il peut diminuer ou empécher I'oxydation cellulaire. Il existe différents
types d'antioxydants. Parmi eux, on trouve les vitamines E, C et A qui luttent contre une
production exagérée de radicaux libres et s'opposent aux phénomeénes toxiques. On trouve

également les polyphénols

Détoxification : ou neutralisation des produits toxiques provenant de I'environnement dite
exogene (xénobiotique) ou générés par notre organisme dite endogene (déchets cellulaires,

produits de dégradation des protéines, hormones...).

Homéostasie : Processus de régulation par lequel 1’organisme maintient 1’équilibre des
différentes constantes du milieu intérieur entre les limites des valeurs normales face aux

modifications du milieu extérieur.

Pro-oxydant : substance capable de déclencher un stress oxydatif par lI'augmentation des

radicaux libres, des molécules réactives connues pour endommager les cellules.

Scorbut : Maladie provoquée par une carence grave en vitamine C dans l'alimentation des
individus et caractérisée par de I'anémie, de la fiévre, des hémorragies multiples, notamment

au niveau des gencives, des troubles gastro-intestinaux, il est potentiellement mortel.

Stress oxydatif : est un déséquilibre entre la production des ERO « espéces réactives de

I'oxygéne » et des antioxydants, en faveur des premieres.

Toxicité subaigtie : Est une toxicité réitérée pendant au maximum 28 jours. Elle correspond a
des expositions fréquentes et répétées en une seul fois ou en plusieurs fois trés rapprochées,
d'une dose suffisamment importante sur une période de plusieurs jours ou semaines pour que

les symptomes d’intoxication apparaissent.

Xénobiotique : toute substance étrangére au corps, pouvant exercer une fonction destructrice
(toxines), substitutive (vaccins, hormones) ou restauratrice (médicament) lorsqu’elle est

administrée dans 1’organisme.


http://www.futura-sciences.com/planete/definitions/zoologie-espece-2261/
http://www.futura-sciences.com/sciences/definitions/chimie-oxygene-798/

Liste des abréviations

AA: Acide Ascorbique

AC: AntiCorps

AG: AntiGene

AFT : alpha-FetoProtiene

DAB: 3,3- DiAminoBenzidine

FAO: Food and Agriculture Organisation
Gr: Grossissement.

HE: Hématoxyline-Eosine.

HIER: Heat-Induced Epitope Retrieval
H202: Peroxyde d’Hydrogéne

IHC : ImmunoHistoChimie

Kd : Constante de Dissociation.

LCT : Lambda Cyhalorhrine

OMS : Organisation Mondial de la Santé
TBS: Tris-Buffered Saline

TRP: TRyPtophane

TRS : Target Retrieval Solution
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INTRODUCTION

Introduction

La population humaine est constamment exposée a une variété des contaminants ; parmi
lesquels figurent les pesticides. Ces derniers sont devenus la pierre angulaire des systémes
agricoles mondiaux, permettant une amélioration substantielle des rendements des cultures
(Kim et al., 2016 ; Carvalho, 2017). Toutefois, selon la dose d'exposition, ces substances
peuvent également induire un large spectre d'effets toxicologiques présentant ainsi un danger
sérieux pour la santé, soit par exposition directe ou bien indirecte par des aliments ou de I'eau

contaminés par les produits chimiques (Hussein et al., 2012 ; Benedetti et al., 2017).

Lambda cyhalothrine «KARATE ®» est un insecticide appartenant & la famille des
pyréthrinoides de synthése de type Il utilisé comme alternative des organophosphorés,
organochlorés et des carbamates en raison de leur faible toxicité pour les mammiferes, de leur
potentiel toxique élevé pour le contrble des insectes nuisibles en agissant sur leur systeme
nerveux (Ravula et Yenugu, 2021 ; Zhou et al., 2020).

Cependant, plusieurs études ont montré leur implication dans l'induction du stress oxydant
qui se traduit par des dommages oxydatifs contribuant a 1’apparition des dégats cellulaires
souvent irréversibles capables de développer divers pathologies, y compris certains cancers,
troubles neurologiques, respiratoires, et reproductifs (Fetoui et al., 2009 ; Khaldoun, 2014 ;
Chakroborty et al ., 2019 ; Rani et al., 2021).

Le foie est I’organe clé de détoxification (métabolisation, élimination) qui permet a
I’organisme vivant de bio-transformer activement de nombreux xénobiotiques
(Rouas, 2010 ; Armstrong et Guo, 2019). Bien que de nombreux agents piégeurs et
antagonistes aient été établis pour atténuer la toxicité induite par les pesticides, certains
d'entre eux présentent des effets secondaires indésirables. De nos jours, lavitamine C est le
fameux antioxidant biologique largement utilisé commeatténuant des effets délétéres exercés
par ces derniers (Khalil et al., 2020 ; Dosedél et al., 2021).

A ce titre, Le présent projet de fin d’études consiste & mettre en lumiére 1’effet toxique de
« lambda-cyhalotrine » sur le parenchyme hépatique des lapines suite a une toxicité subaigué

ainsi d’évaluer I’effet protecteur probable de supplémentation de la vitamine C.




INTRODUCTION

Ce travail est reparti en trois chapitres :

Le premier chapitre s’intéresse aux données bibliographiques recueillis a savoir
I’anatomie, 1’histologie et les fonctions physiologiques de foie, ainsi que les deux
marqueurs moléculaires cibles Ki67 et AFP ; se poursuit par des genéralités sur les
pesticides, leur classification, et leur impact sur la santé humaine, en précisant notre

insecticide « lambda-cyhalothrin », et se termine par un rappel sur la vitamine C.

Le deuxieme chapitre expérimental est réservé a I’ensemble du matériel et méthodes
utilisées.

Enfin, le dernier chapitre traite les resultats obtenus et leurs discussions suivies par

une conclusion et des perspectives.
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1. Foie

1.1. Généralités

Le foie est un organe appartient au systeme digestif assure plusieurs fonctions vitales et
posséde également d'importantes capacités de régénération: il joue un rdle dans la
purification, la synthése, le stockage et I’hémostase (Wang et al., 2017 ; Trefts et al., 2017 ;
Khither, 2019).

Ceci est d a sa fonction amphicrine étant donné qu’il représente la glande mixte la plus
volumineuse de I'organisme, d’une part exocrine responsable de la production et la sécrétion
de la bile, et d’autre part endocrine a la faveur de sa situation sur le courant sanguin et a la

disposition particuliére de sa vascularisation (Radu-lonita et al., 2020).

1.2. Anatomie

Le foie de lapin est un organe thoraco-abdominal (Figure 1) situé dans la région
épigastrique, en dessous de la coupole diaphragmatique, entre les deux arcs costaux,
atteignant le niveau de la 7¢™ cote droite et la 9°™ cote gauche (Stamatova-Yovcheva et al.,
2012 ; Netter et Scott, 2019).

Il est anatomiquement impair et asymétrique, pése en moyenne environ 2% du poids
corporel, présente un aspect lisse, souple, richement vascularisé, de couleur rouge brunatre et
consistance ferme élastique, cependant il reste friable, fragile et se laisse déprimer par les
organes voisins (Deren, 2012 ; Berrabah, 2013). Il est entouré par une capsule fibreuse
conjonctive (la capsule de Glisson) qui s’invagine dans le parenchyme hépatique permettant
de déterminer cing lobes qui ne correspondent en rien a une séparation fonctionnelle de la
glande (Zarei et al., 2019 ; Lowe et al., 2018).

Le lobe hépatique droit non subdivisé, ovalaire, occupe presque la moitié de la face
diaphragmatique paralléles au lobe hépatique gauche subdivisé (dont le lobe gauche médial
recouvre le lobe gauche latéral sur la surface diaphragmatique) ; on distingue encore deux
autres lobes plus petits : Lobe carré étroit moins visualisé et marqué par sa localisation dans la
fosse de la veésicule biliaire ; lobe caudé constitué de deux processus, un processus papillaire
(arrondi) et un processus caude trés développé qui montre une empreinte rénale évidente
(Yovcheva et al., 2013 ; Lardot, 2018 ; Stan, 2018).

Notant que entre ces deux petits lobes se trouve le sillon transverse ou hile de foie. Et a son

niveau les vaisseaux sanguins afférents, représentés par la veine porte et I’artére hépatique,
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pénétrent dans le foie pendant que les deux branche droite et gauche du canal hépatique, en

provenance des deux lobe le quittent (Netter et Scott, 2019).

Right Left

v

Figure 1 : A : position du foie chez la lapine, B : distribution des lobes du foie. LLL-lobe
latéral gauche ; LML-lobe médian gauche ; RL-lobe droit ; CP-processus caudé ; PP :
Processus papillaire; QL : lobe carré ; GB-vésicule biliaire ; RK-rein droit
(Stan, 2018; Kilimci, 2020)

1.3. Structure microscopique
Le parenchyme hépatique se compose d’un grand nombre d’unités fonctionnelles appelées
lobules. Ces derniers ont une forme hexagonale, irréguliére et sont séparés entre eux par de

fins septa de tissu collagénique de soutien (Figure 2).
1.3.1. Lobule hépatique

Le lobule hépatique est centré par une veine centrolobulaire et limitée en périphérie par des
espaces portes (de kierman) de forme triangulaire constitués d’une branche de 1’artére
hépatique, d’une de la veine porte et d’un canal biliaire ; des vaisseaux lymphatiques sont
également présents dans les espaces portes, mais on les identifie souvent moins facilement car
leurs parois tres fines sont souvent collabées (Lullmann et al., 1998 ; Wallace et Meyer,
2010).
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Figure 2 : Organisation structurale et histologique du foie (Lowe et al., 2018)
1.3.2. Cellules du foie

Par ailleurs, de la périphérie du lobule hépatique au centre, on trouve des travées
dénommeées travées de Remak, qui ont une disposition radiaire et sont essentiellement
constituées d’hépatocytes qui représente 80 % des cellules (Figure 3), le reste sont des
lymphocytes hépatocytaires, cellules biliaires et endothéliales, cellules de Kuppfer et des

cellules Ito. Entre les travées cheminent des capillaires sinusoides (Young et al., 2008).

a) Cellules parenchymateuses : hépatocytes

Les hépatocytes représentent le centre fonctionnel du foie, ce sont de grandes cellules
épithéliales polyédriques (ou polygonales) d'un diamétre compris entre 30 et 40um avec de
gros noyaux ronds (mono/ binucléés) au nucléole bien visible. La taille des noyaux peut
changer de fagcon importante en fonction de I'état de la cellule (Meeks et al., 1991; Li et al.,
2000 ; Sayah et al., 2017 ; Febvre-James, 2019).

En outre, leur cytoplasme est trés abondant, granulaire et trés riche en organites
cytoplasmiques ce qui reflete une importante activité métabolique (de synthése et de
sécrétion), il a également un aspect variable qui dépend de I'état nutritionnel de l'individu
(Savary, 2014 ; Ploton, 2018).
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b) Cellules non parenchymateuses

v Cellules endothéliales

Ce sont des cellules fenétrées limitent la sinusoide, différentes de celles des autres
endothéliums vasculaires par I’absence de la membrane basale ; elles empéchent le sang de
s’immiscer dans 1’espace de Disse tous en autorisant les échanges entre le plasma et les
hépatocytes par son systéeme de pores (Wheater et al., 2001 ; Benhamou et Erlinger, 2008 ;
Catala et al., 2008).

v" Cellules de kupffer

Ce sont des macrophages tissulaires & noyau fusiforme situées a la surface liminale des
cellules endothéliales, qui jouent un réle majeur dans le maintien du systéme immunologique
vue qu’elles sont impliquées dans la phagocytose des hématies dgées ou anormales et des
particules étrangeres nocives (Thomson et Shaffer, 2005 ; Ju et al., 2016).

v" Cellules d’Ito (lipocytes)

Des cellules étoilées localisées dans I'espace péri sinusoidal de Disse, entre les hépatocytes
et les cellules endothéliales. Riches en graisses, elles jouent un rdle dans le métabolisme et
I'emmagasinage de la vitamine A et la synthése de molécules de la matrice extracellulaire (ex.
: collagéne) (Thomson et Shaffer, 2005).

v Cellules des canaux biliaires (cholangiocytes)

Egalement appelés cellules intra hépatiques des voies biliaires, sont des cellules
épithéliales responsables d'importantes modifications de la bile sécrétée par les hépatocytes,
IIs représentent environ 5% de la population de cellules hépatiques (Lecluyse et al., 2012 ;
Trefts et al., 2017).

N —~———/ Z ) t 'v ) ' ) L, »»__,\. il
B Collules endothéliales Cellules étoilées
{LSEC) : 15-20 % (HSC) : 5-15 %

Figure 3 : Population cellulaire hépatique (Laurence, 2017)
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1.4. Physiologie et fonctions hépatocellulaires
Le foie est un organe central qui assure des fonctions essentielles a 1’homéostasie de

I’organisme (Marchall et al., 2005).
1.4.1. Fonction métabolique
Les fonctions métaboliques de foie sont récapitulées dans le tableau au sous-dessus :

Tableau I : Fonctions métaboliques du foie (synthése d’aprés : Thomson et Shaffer, 2005 ;
Young et al., 2008 ; De Bari et al., 2010).

Fonction métabolique

Métabolisme Métabolisme Métabolisme Métabolisme
glucidique lipidique protidique hormonal
»Régulation de la| »Synthese des AG, TG| > Synthése de| » Métabolisme et
glycémie et lipoprotéines | protéines plasmatiques | excrétion des

plasmatique hormones
> glycogenése N * I’albumine, stéroidiennes
7 »Synthéses du
> glycogenolyse cholestérol et  de|® la  majoritt  des| » métabolisme des
, ‘ phospholipides. globulines (autres que| hormones
> neoglucogenese les gammaglobulines) po|ypeptidiques
» Cétogenése
= les facteurs  de| » J’inactivation ou
»Synthése des acides|coagulations. de la modification de
biliaires _ plusieurs hormones
» Synthese des acides endogénes
»Oxydation des | aminés non essentiels.
triglycérides pour
produire de 1’énergie. > le siege du

catabolisme des acides
»>hydroxylation de la]aminés en urée.
vitamine D

1.4.2. Fonction biliaire

Les cellules du foie secrétent la bile de facon continue qui est stockée dans la vésicule
biliaire, suite a la stimulation par 1’acidité gastrique, la bile est déversée dans I’intestin au
niveau du duodénum (Belga, 2022). Apres avoir joué leurs roles, les acides biliaires sont
métabolisés et réabsorbés par la muqueuse intestinale a 97% (Bonnet et Stéephenne, 2018).
Les métabolites des acides biliaires rejoignent le foie par la circulation hépatique ou ils sont
recyclés en acides biliaires par les hépatocytes. C’est « le cycle entéro-hépatique » (Bessaguet

et Desmouliére, 2021).
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1.4.3. Détoxification

Le foie est I’organe central de la détoxification des substances toxiques exogenes et
endogenes, dont le but est de rendre ces dernieres plus hydrophiles pour faciliter leur

élimination (Le Daré et al., 2021).

1.4.4. Fonction d’épuration et d’élimination

Elimination rénale: Les produits de dégradation du métabolisme facilement
hydrosolubles seront rejetés par les hépatocytes dans les capillaires sinusoides. Dela, ils
parviennent par la circulation générale au niveau des reins et quittent 1’organisme via les

urines (Maitre et Blicklé, 2008 ; Bessaguet et Desmouliere, 2021).

Elimination biliaire : Les produits de dégradation peu solubles dans le sang, seront rejetés
dans les canalicules biliaires par la face des hépatocytes opposée aux capillaires sinusoides ;
et grace a ’action émulsifiante des acides biliaires, ils peuvent étre mis en solution dans la
bile et parvenir dans ’intestin avec cette derniére. 1ls seront alors éliminés dans les selles
(Baudin, 2017 ; Bessaguet et Desmouliére, 2021).

1.4.5. Autre fonctions

Tableau Il : Autres fonctions du foie (Doherty, 2016 ; Radu-lonita et al., 2020)

Réle immunitaire Métabolisme des Stockage

I’inflammation.
» Fonction de défense
avec les cellules de

primordial micronutriments
» L’un des 3 filtres|» Certaines vitamines, comme|>» Réserve des vitamines
antimicrobiens a la vitamine D ou la vitamine liposolubles (Vitamine A
I’intérieur du corps A, ont besoin d’étre Vitamine B 12..)
humain. métabolisées en  forme conférant leur
» Régulateur de active par le foie. biodisponibilité.

Lieu de captation et de
stockage du fer et du
cuivre.

kupffer. > De glycogene.

1.5. Hépatotoxicité
Le foie assure une grande partie du métabolisme des xenobiotiques, ces substances
étrangeres apportées par 1’alimentation ou I’environnement; grdce a son équipement

enzymatique, sa localisation anatomique et sa vascularisation abondante. Ses particularités en
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font pourtant une cible privilégiée pour des composés ou des metabolites toxiques (Louvet et
Mathurin, 2015 ; Le Daré et al., 2021).

L’ensemble des atteintes toxiques géneéralement figurés au niveau hépatique sont
regroupées sous le mot « Hépatotoxicité » ; Ces dernieres dépend freqguemment de la nature
du toxique, la sévérité de 1’intoxication, et ainsi du type d’exposition (aigué ou chronique) :
Stéatose, les Hepatites aigus (Nécrose, Fibrose, Cytolyse, Choléstase), les Hépatites
chroniques (Cirrhose), ainsi que les dommages vasculaires, biliaires et tumorales (Assis et
Navarro, 2009).

1.6. Marqueurs moléculaires cibles

1.6.1. Marqueur de prolifération / Ki67

Le Ki67 a été découvert pour le premiére fois au début des années 1980 par Gerdes, Au
cours de travaux visant a produire des anticorps monoclonaux reconnaissant les antigenes

nucléaires spécifiques des cellules de lymphome hodgkinien (Kim et al., 2019).

La protéine fut ainsi définie originellement par I'anticorps monoclonal prototype Ki-67
ainsi obtenu, dont le nom provient de l'association de "Ki", en référence a ’'université de
Kiel ; et du nombre "67", correspondant au numéro du clone (67) de I’anticorps capable de la
détecter. Comme l'antigéne ne fut pas initialement caractérisé, le nom Ki-67 fut donné pour
désigner également la protéine reconnu par cet anticorps (Jose et al., 2021).

Ki-67 est une protéine nucléaire non-histone de 395 kDa, codés par pres de 30 000 paires
de bases dans le génome humain. Elle est exprimée de maniére constitutive dans les cellules
de mammiféres uniquement pendant les phases actives du cycle cellulaire (G1, S, G2 et M),
mais pas pendant les phases de repos (GO et G1 en phase précoce). cela rend le Ki67
apparaissent comme un marqueur de prolifération efficace pour évaluer le taux de croissance

des cellules tumorales (Kim et al., 2019 ; Nanis et al., 2019).

L’expression de Ki67 est classiquement détectee par immunohistochimie (IHC) afin
d’évaluer la prolifération cellulaire dans les tissus. Cette expression varie considérablement
pendant la progression du cycle cellulaire atteignant son niveau maximal pendant la mitose.
d’ou le prototype d’anticorps Ki67 réagi qu’avec des tissus frais instantanément congelés
mais un autre anticorps monoclonal MIB-1 a été capable de détecter I’antigéne Ki67 dans les

tissus inclues a la paraffine (De Jong et al., 1998 ; Dzulkifli et al., 2021).
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Malgré le role de Ki67 dans la division cellulaire et dans la synthese de I’ARN ribosomal
est clairement établi, sa fonction ne soit pas completement élucidée en raison de sa nature
complexe, sa sensibilité extréme a la dégradation des protéases et sa courte demi-vie, qui
entravent toutes les analyses moléculaires (Cidado et al., 2016 ; Mrouj, 2018 ; Sun et
Kaufman, 2018).

1.6.2. Marqueur de régénération / Alpha-FoetoProtéine (AFP)

L'alpha-foetoprotéine est une glycoprotéine feetale immunorégulatrice de 70 kD, semblable
a l'albumine ; synthétisée dans les cellules non différenciées du foie, dans le sac vitellin ainsi
que dans le tractus gastro-intestinal du feetus au cours du premier trimestre de la grossesse
(Galle et al., 2019 ; Hu et al., 2022).

En physiologie normale, I'AFP diminue rapidement apres la naissance et reste a de faibles
niveaux pendant toute la durée de vie, étant donné que le géne AFP est réprimé lors de la
différentiation terminale des hépatocytes pour étre toutefois réactivé de maniere aberrante
chez I’adulte conséquemment au divers trouble et dysfonctionnements hépatiques tels que la
cirrhose, la dégénérescence hépatocytaire, les infections virales et certains cancers (Sell,
1980 ; El Issaoui, 2022 ; Hu et al., 2022 ; Munson et al., 2022).

L'AFP peut également étre un biomarqueur utile dans 1’évaluation des risques associés a
une hépatotoxicité, dans le diagnostic des hépatocarcinomes, ainsi dans la régénération
hépatique (Mikolajczyk et al., 2019 ; Jiao et al., 2021).

L’AFP exerce différentes activités physiologiques, elle a de larges effets
immunosuppresseurs pendant la grossesse, en protégeant les antigénes paternels du feetus des
anticorps circulants maternels et aussi impliquer pour protéger les tumeurs du systéeme
immunitaire dans le cas d’'auto-immunité et le cancer, limitant directement la viabilité et la
fonctionnalité des cellules tueuses naturelles (NK), des monocytes et des cellules dendritiques
(CD) (Munson et al., 2022).

De plus, elle participe dans le maintien du transport intravasculaire des protéines, des ions,
de la bilirubine, des acides gras polyinsaturés et des hormones stéroidiennes durant la vie

embryonnaire (Wang et Wang, 2018 ; Heym et al., 2022).

Plusieurs études ont démontré que I'AFP est anti-apoptotique et joue un réle primordial
dans la promotion de la prolifération cellulaire agissant ainsi de concours avec les facteurs de

croissance cellulaire (Ho et al., 2009 ; Lin et al., 2021 ; El issaoui, 2022 ).

10
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2. Pesticides & Insecticides
2.1. Pesticide
2.1.1. Définition

Le terme "pesticides" est une appellation générique dont I’étymologie de ce mot est
construite & partir du suffixe «-cide » dérivé du terme latin « caedere » qui signifie « tuer » et
de la racine anglaise « Pest » (animal, insecte ou plante nuisible) provenant du latin « Pestis »

qui désignait le fléau en général (Baldi et al., 2013).

Selon Food and Agriculture Organisation (2021), les pesticides désignent Toute substance,
ou mélange de substances d'ingrédients chimiques ou biologiques ; destinée a repousser,
détruire ou controler tout parasite (ravageurs animal ou encore une croissance indésirable des
mauvaises herbes), et a prévenir des maladies causees par les microorganismes (FAO, 2021).
Malgré leurs immenses bienfaits, les pesticides possedent des impacts négatifs potentiels sur
la santé humaine et a I’égard des organismes vivants auquel ils ne sont pas destinés (Alalibo

et al., 2019).

2.1.2. Principes de bases concernant les formulations

« Formulation » est le terme qui désigne la Combinaison de divers ingrédients
(composition chimique et physique) destinés a rendre le produit utile et efficace pour l'usage

revendiqué et pour le mode d'application envisagé (FAO, 2021).

2.1.2.1. Formes des pesticides
Les produits phytosanitaire sont présentés a 1’utilisateur sous différentes formes : liquides,
poudres, granulés, émulsions, gels de contact, préparations micro-encapsulées, aérosol,
fumigeénes... ainsi selon différents conditionnements : bidons, sacs, sprays, piéges et

plaquettes pour diffuseur (Baldi et al., 2021).

2.1.2.2. Composition d’un pesticide
» Une (ou plusieurs) substance active anciennement dénommée « matiere active » :
C’est La substance ou le microorganisme qui détruit ou empéche les organismes nuisibles de
s’installer sur les végétaux, parties de végétaux ou produits végétaux. Exemple : la matiére

active du Karate® est « lambda cyhalothrine» (Anonyme, 2013).

» Un diluant «formulant» : qui est une matiére liquide (mouillants, solvants, anti-
mousses, ...) incorporé¢ a une préparation et destiné a abaisser la concentration en matiere

active. Ce sont le plus souvent des huiles végétales (Acta, 2005).

11
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De plus, un produit phytosanitaire pratique et fiable comprend tous les adjuvants
nécessaires qui sont des substances dépourvues d'activité biologique, mais susceptibles de

faciliter 1’utilisation de la matiére active (Anonyme, 2013).

2.1.3. Modes d’expositions aux pesticides

L’exposition aux pesticides peut se produire directement dans le cadre de leur fabrication,
de leurs utilisations professionnelles ou domestiques, mais aussi indirectement par I’air et
I’alimentation (De Jaeger et al., 2012 ; Bouchard et al., 2019). Elle se caractérise donc par
une multiplicité de modes de penétration des substances pesticides dans 1’organisme d’aprés 3

ordres majeurs :

» Voie cutanée : En milieu professionnel (agriculteurs ou manipulateurs), le contact
direct avec ces substance est démontrée comme la voie majeure de pénétration des pesticides
(Baldi et al., 2013).

» Voie orale ou digestive : En population générale, celle-ci est souvent considérée
comme la voie d’exposition la plus importante. Elle est due a 1’ingestion d’aliments ou de
boissons contenant des résidus de pesticides, soit liée au contact de la bouche avec les mains,
les gants ou du matériel souilles, au fait de manger ou fumer sur le lieu de travail, a
I’onychophagie surtout chez les enfants (comportement exploratoire et oralité) ainsi qu’a

I’ingestion non alimentaire (poussicres) (Baldi et al., 2013).

» Voie respiratoire : L’inhalation concerne plus particulierement les personnes qui les
manipulent dans certains conditions spécifiques, comme la fumigation, la préparation ou
I’application dans les milieux fermés (serres, silos, batiment d’¢levage...) ou des personnes

qui vivent a proximité des plantations et des industries de fabrication (Baldi et al., 2013).

2.1.4. Classification des pesticides

En régle générale, 1l existe de nombreuses fagons de classer les substances actives : soit en
fonction de la nature de 1’espéce a combattre, ou bien selon la nature chimique de la

principale substance active qui les compose (Kojima et al., 2004).

12
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2.1.4.1. Classification biologique

Repose sur la nature des cibles visées en trois grandes catégories (Inyang et al., 2016).

» Fongicides
Ils sont destinés aux champignons pathogénes, en s’attaquant aux spores ou a leur

perméabilité membranaire (Cruz, 2015).

» Herbicides :

Ce sont utilisés pour lutter contre les espéces végétales adventices des cultures de maniére
a les libérer de la concurrence (Gupta, 2017).

» Insecticides

Les insecticides sont des substances actives qui luttent contre les insectes nuisibles et les
vecteurs de maladies humaines mortelles telles que le paludisme et la fievre jaune, en
bloquant leur développement, en empéchant leur reproduction ou en interférant avec leur
systéeme nerveux (Cruz, 2015).

A celles-ci s’ajoutent des produits divers tels que :Acaricides; Molluscicides ;
Nématicides ; Rodenticides ; Avicides (Baldi et al., 2013).

2.1.4.2. Classification chimiques

Consiste a les distinguer en fonction de la nature chimique de la substance active
majoritaire qui compose les produits phytosanitaires (Tableau I11). Certains se caractérisent
par la présence de molécules halogénées (Chlore, Brome), d’autres comportent des groupes
fonctionnels oxygénés, azotés, phosphorés; qu’ils peuvent étre principalement divisés en
groupes d’organophosphorés, d'organochlorés, carbamates (amides) et de pyréthrinoides ;
ainsi que d’autres groupes : les triazines, les benzimidazoles et les composés nitrés (Merhi,
2008 ; Jiménez-Jiménez et al., 2019 ; Hassan et EI Nemr, 2020).

Il n’existe pas de classification universelle et consensuelle des pesticides. Le tableau 111
présente néanmoins les grands groupes de pesticides couramment utilisés et les principales

classes (familles) chimiques au sein de ces groupes.
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Tableau I11 : Croisements entre la classification chimique et la classification biologique des

pesticides (Calvet et al., 2005).

DONNEES BIBIOGRAPHIQUE

Classement | Famille chimique Exemples de molécules
selon la cible
Insecticides Arséniate de plomb, fluorure d'aluminium,
minéraux composés soufrés, mercuriques, séléniés
Carbamates Aldicarbe, Carbofuran, Carbaryl, Méthomly
Insecticides Organochlorés DDT (Dichlorodiphényitrichloréthane), Lindane,
Heptaclore, Dieldrine , Chlordane
Organophosphorés Malathion, Chlorpyriphos, Parathion, Diazinon
Pyréthrinoides Perméthrine, Cyperméthrine, Deltaméthrine
Herbicides Sulfates, nitrates, chlorures, chlorates, cyanamide
minéraux
Phytohormones Pichloranne, trichlopyr, fluroxypyr, glyphosate,
Herbicides Carbamates Charbétamide,Chlorpropharme, Phenmédiphame
Urée substituées Chlortoluron , Diuron, Linuron
Triazines Atrazine, Simazine
Dithiocarbamates Mancozébe, Manébe, Zinébe, Thirame
Organophosphorés Foséthyl-Al
Azoles Cyproconazole, Flutriafol, Triticonazole
Fongicides Carbamates Benthiavalicarbe
Dithiocarbamates Mancozébe , Manébe , Thirame ,Zinébe
Captane , Captafol , Folpel
2.1.4.3. Selon organisation mondiale de la santé (OMS)

Cette classification comprend cing niveaux en fonction de la toxicité orale et cutanée des
matieres actives de produits agrochimiques, allant d’extrémement dangereux au sans risque
(OMS, 1991) :

- Classe la : Extrémement dangereux.
- Classe Ib : Treés dangereux.

- Classe Il : Modérément dangereux.
- Classe 111 : Peu dangereux.

- Classe 1V : Pas dangereux en cas d'usage normal.

2.1.5. Toxicité des pesticides

L'application extensive de pesticides souvent de fagon irrationnelle s'accompagne de
graves risques pour la santé humaine, vue que ces produits toxiques agissent chimiquement

sur des effecteurs impliqués dans les fonctions vitales (Figure 4) provoquant des
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perturbations au niveau de la signalisation hormonale, la respiration cellulaire, la division

cellulaire ou la synthése de protéines (Ghosh et al., 2018 ; Tschudi ,2021).

Ce qui méne a une myriade de dysfonctionnements physiologiques et traduire 1’atteinte
d’un ou plusieurs organes ou systémes par diverses pathologies (Alalibo et al., 2019; Juricek
et Coumoul, 2014).

e La maladie de parkinson, Alzheime, sclérose latérale... Concernant le systéme
nerveux central.

e Une multitude de cancers : leucémie, les cancers du sein, de la vessie, de la prostate...

e Troubles / insuffisances hépatiques et notamment rénales.

e Des déficiences immunitaires (diminution de la production d’anticorps), ou bien des

réactions d’hypersensibilité retardée.

| P’ Bl
C===1" \
| Steatose hépatique e ()
Activation de lalipogendse é( / D) ) 7
Activation de linflammation = ) Nl
I Résistance A linsuline NS Stress oxydant et
y mort cellulaire

Im 2.3
pact sur pesticides -

* Perturbation
différenciation adipocytaire

- * Résistance alinsuline
Taux d'adiponectine
1 R

* Impact Composition du microbiote

Impact du microbiote sur
le métabalisme des pesticides

Figure 4 : Exemple de cibles des pesticides conduisant a des perturbations métaboliques au

niveau de lI'organisme (Gamet-Payrastre, 2019)

Ces manifestations peuvent également associée a des anomalies génétiques, a des troubles
de fertilité et des atteintes cérébrales chez 1’enfant consécutives a une exposition de la mére
lors de la grossesse (Bhatia et al., 2005 ; Weselak et al., 2007). Notant que La connaissance
et I’évaluation de ces effets permet d’appréhender le degré de dangerosité des pesticides

(Saadane, 2018).
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2.2. Insecticides

2.2.1. Définition

Les insecticides sont des substances actives constituant un grand nombre de produits
chimiques de différentes classes, ayant la propriété de tuer les insectes, leurs larves et / ou
leurs ceufs. IIs sont largement utilisés en agriculture et en santé communautaire (lutte anti-
vectorielle). Mais également présents dans I’environnement domestique sous forme de
solution contre les poux, de médicaments vétérinaires, d’insecticides ménagers ou de produits

de jardinage (Oberemok et al., 2015).

Ils exercent non seulement une toxicité chez les insectes, mais aussi chez les mammifeéres
vertébrés a travers différents mécanismes d'action dont divers types existent : les
neurotoxiques, les régulateurs de croissance et ceux agissant sur la respiration cellulaire ; en

raison de différences distinctes dans les structures chimiques (Batsch, 2011)

Ce groupe comporte trois grandes familles auxquelles appartiennent les insecticides
organiques de synthése : les organochlorés, les organophosphorés, et les pyréthrinoides de
synthese (Gupta et al., 2019).

2.2.2. Pyréthrinoides de Synthese

Les pyréthrinoides en générale peuvent étre naturels d’origine botaniques « pyréthrines» :
une poudre insecticide contenant le pyrethre, d’ou I’appellation « pyréthrinoides » ; fait de
I’extrait des fleurs Chrysantheme (Chrysantemum cinerariae-folium) ou de pyréthre séché
(Chrysanthéme cineum), espéces retrouvées essentiellement en Afrique et en Australie
(Schleier et Peterson, 2012 ; Birolli et al., 2019) ; ou bien ils se retrouve dans sa forme
chimique synthétique « pyréthrinoides de synthese » qui sont des composés tres actifs a base
d'insecticides naturels c’est-a-dire leur structure est adaptée de celle des pyréthrines
(Gupta et al., 2019).

En raison de leur activité insecticide élevée et leur faible toxicité pour les oiseaux, les
mammiferes et pour 1’homme, ils sont employés comme alternatives aux autres insecticides,
en particulier les organophosphoreés, les organochlorés et les carbamates ; d’autre part, leur
utilisation devient de plus en plus accrue non seulement dans 1’agriculture mais aussi comme

des biocides (Barr et al., 2010 ; Zhang et al., 2010 ; Birolli et al., 2019).
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2.2.2.1. Structure chimique

Les pyréthrinoides sont des esters de 1’acide cyclopropane-carboxylique, composés de
deux fractions structurelles de base (Figure 5) : une partie acide et une partie alcool reliées

par un pont ester (Tustude, 2007).

I |
| Partie alcool |
I me, O A \ |
I CH, I
H
I R1 h,, ]/ ‘//," R2 I
| l :
: H,C
] |
|
P Y id I
L e e e e e e e e e = = -

Figure 5 : Structure des pyréthrinoides (Couture, 2008).
2.2.2.2. Classification des pyrethrinoides

Il existe six pyréthrines naturelles que 1’on peut extraire des fleurs de chrysantheme
(Figure 6) : pyrethrine I, cinerine I, jasmoline I qui sont des esters de « I’acide
chrysanthémique » et pyrethrine II, cinerine II, jasmoline II qui sont des esters de « I’acide

pyréthrique » (Nieradko-lwanicka et Konopelko, 2020).

Esters de I'acide chrysanthéme Esters de 'acide pyréthre
Composés Rl R2 Composés Rl R2
Pyréthrine I CHj CHCH, Pyréthrine 11 CH;0C(0) CHCH,
Cinérine I CH; CH; Cinérine I CH;0C(0) CH;
Jasmoline [ CH; CH.CH: Jasmoline II CH;0C(0) CH:CHa

Figure 6 : Structure chimique de six constituants des extraits de pyréthre (Couture, 2008).

Les pyréthrinoides de synthese sont des esters synthétiques dérivés de ces 6 pyréthrines
(Tableau 1V), ils sont divisés en deux types en fonction de leurs différences structurelles dont

la présence d’un substituant cyano (— CN) influe sur le mécanisme d’action toxique :

a. Les composes du type | : représentent les pyréthrinoides dépourvus du groupement
a-cyané (Schleier et Peterson, 2012).
b. Les composés du type Il : sont les pyréthrinoides caractérisés par la présence d’un

groupement nitrile (compos¢ d’un atome de carbone et d’un atome d’azote)
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1ié a 'a-méthylene de I'alcool (Hénault-Ethier, 2016).

Tableau 1V : Classification des pyréthrinoides en type | et type Il (Thatheyus et Gnana,
2013).

PYRETHRINOIDES DE SYNTHESE
Type | Type Il

Bioallethrine Cyfluthrine
Bifenthrine Lambda-cyhalothrine
Permethrine Cypermethrine
Metofluthrine Deltamethrine
Tefluthrine Fenvalerate
Teramethrine Fluvalinate

2.2.2.3. Propriétés physico-chimique

Les propriétés physico-chimiques ont un impact sur le potentiel toxique d’un
pyréthrinoide, la lipophilie en téte. Les molécules les plus lipophiles pénétrent plus facilement

les tissus et sont moins bien métabolisées (Zhang et al., 2010).
2.2.2.4. Mode d’action et toxicité

Les pyréthrinoides synthétiques sont des analogues des pyréthrines naturelles, agissant
selon le méme mode d’action qui altérent le systeme nerveux central et périphérique des
insectes. Sauf qu’ils sont synthétisés de telle sorte que leur activité insecticide sera de haut

niveau a large spectre (Bradberry et al., 2005 ; Hénault-Ethier, 2016).

Lors d’une exposition au pyréthrinoides, quand la cellule nerveuse est excitée, le temps
d’ouverture des canaux sodiques sera prolongé, ce qui augmente le flux d'ions de sodium dans
I'axone causant une dépolarisation de la membrane neuronale (Field et al., 2017 ; Miao et al.,
2017 ). En maintenant ces canaux ouverts, les pyréthrinoides perturbent la transmission des
impulsions nerveuses, paralysant lI'insecte pour finalement le tuer (Figure 7). On les considere
donc comme des poisons axoniques (Aydogdu et al.,, 2017 ; Khemiri et al., 2017 ;
Chakroborty et al., 2018).
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Figure 7 : Mode d'action des pyréthrinoides sur les neurones et la transmission de potentiels
d’action (Hénault-Ethier, 2016)

2.3. Lambda-cyhalothrine : un exemple d’étude
2.3.1. Définition

Lambda-cyhalothrine (LCT) est I'un des plus récents insecticide, appartenant a la famille
des pyréthrinoides synthétique de type Il, possede une efficacité et une activité persistante
contre une grande variété d’arthropodes préjudiciable a la fois pour la santé humaine et

animale et pour la production végétale (Abbassy et al., 2020).

Cet insecticide a été utilisé avec succes dans de nombreux pays pour lutter contre les
vecteurs de maladies infectieuses, tels que les punaises de triatomine (transmetteurs de
Trypanosoma cruzi, agent de la maladie de Chagas) (He et al., 2008) ; et comme un important
outil utilisé pour contrdler un large éventail des insectes ravageurs (les lépidoptéres, les
hémiptéres, les dipteres et les coléoptéeres) et d'ectoparasites (Zoumenou et al., 2015 ;
Martinez et al., 2018) notamment les cafards, les mouches, les poux, les moustiques et les
tiques dans les champs agricoles et les secteurs de la santé publique (Fetoui et al., 2010).
Lambda-cyhalothrine est moderément toxique pour les mammiféres (Ratnasooriya et al.,

2003 ; Anadodn et al., 2006) et hautement toxique pour les abeilles et les invertébrés
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aquatiques a de faibles concentrations (Schroer et al., 2004). Ainsi que les résidus de denrées

agricoles peut affecter directement la santé humaine (Aydogdu et al., 2017).

2.3.2. Caractéristiques physico-chimiques

Les principales propriétés physiques et chimiques de LCT sont présentées dans le tableau.

Tableau V : Propriétés physico-chimiques de lambda-cyhalothrine (synthése originale).

Parametres

Propriétés

Référence

Formule moléculaire

C 23 H19 CIF3 NO3

Aouey et al.,2017

Masse moléculaire [g/mol] 449,85 £ 0,023 Ineris, 2011
Densité [g/ml] 1.33a25°C
He et al .,2008
Couleur solide incolore a température ambiante
mais peut apparaitre jaunatre en
Liquide visqueux.
Odeur Typique des solvants pétroliers Anonyme, 2003

aromatiques

Coefficient d’adsorption 157 000 (valeur moyenne) Ineris, 2011
carbone organique) (Koc)
[L/kg]
Constante de dissociation 1,970a 7,610 He et al .,2008
Kd (pKa)
Hydrosolubilité [mg/L] 4.10-3a20°CetpH5 Ineris, 2011
5.10-3a20°CetpH 6.5
4.10-3 2 20°C et pH 9.2
Point de fusion 49.2°C He et al .,2008

Formulation commerciale

KARATE technologie zeon ® 5EC

Aouey et al.,2017

2.3.3. Mode d'action

La lambda-cyhalothrine agit comme un poison axonique affecte la fibre nerveuse en se
liant a une protéine qui régule le canal sodique voltage-dépendant ce qui inhibe sa fermeture.
Lorsque les canaux sont laissés ouverts, les cellules nerveuses produisent des décharges
répétitive donc perturbe le fonctionnement normal du systéme nerveux périphérique et central
de I’insecte. La lambda-cyhalothrine est parmi les PYR type Il qui peuvent également affecter
les canaux chlorure et calcium qui sont importants pour bon fonctionnement nerveux (Burr et
Ray, 2004).
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2.3.4. Métabolisme de lambda-cyhalothrine

Aprés I’administration de LCT par voie orale et une fois présents dans la circulation
sanguine, ceux-ci sont distribués dans les divers organes et tissus biologiques qui les
absorbent facilement, conformément & leur nature lipophile. y compris le cerveaux, foie, reins,
graisse corporelle..., ou ils vont exercer un effet (bénéfique ou délétere), étre stockés ou étre

éliminés (Cavusoglu et al., 2011 ; Alrawe et Alzubaidy, 2022).

Le foie est l'organe chargé de métaboliser la lambda-cyhalothrine de maniére tres
importante via le clivage de la liaison ester catalysé par I’enzyme d'estérase (Anadon et al.,

2006 ; Crow et al., 2007 ;Bhardwaj et al., 2020).

2.3.5. Toxicité de la lambda-cyhalothrine

» Toxicité héepatique

Divers études ont montré une relation entre I'exposition aux insecticides pyréthrinoides et
les dommages au niveau du foie, ce dernier étant le siege du métabolisme de tous les
pesticides (Fetoui et al., 2010 ; Khaldoun et al., 2014 ; Martinez et al., 2018). D’ou des
concentrations importantes de métabolites de la lambda-cyhalothrine (CFMP et 3-PBA) ont
été enregistrées dans le tissu hépatique ce qui montre leur accumulation étroitement liée aux
Iésions hépatocytaires entrainant des dommages oxydatifs (Takasaki et al., 2013 ; Aouey et
al., 2017 ; Aouey et al., 2019).

> Effets endocriniens

Des résultats ont montré des effets toxiques sur le systeme immunitaire, notamment des
maladies auto-immunes et des allergies. Certains pyréthrinoides de synthese peuvent
provoquer un dysfonctionnement de la régulation des hormones thyroidiennes, de la

testostérone et des androgénes (Righi et al., 2009 ; Riederer et al., 2008).

» Immunotoxicité

Il a également été montré que la A-cyhalothrine provoque des effets cytotoxiques dans des
lymphocytes humains en culture. Les résultats ont montré qu'aprés que des rats aient été
exposes a trois doses de cyhalothrine (0,6, 1 et 3 mg/kg/jour) pendant 7 jours, des
changements dans les taux de lymphocytes seriques et une diminution de la phagocytose par

les macrophages ont été observés (Zhang et al., 2010).
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3. Vitamines C

3.1. Rappels généraux sur les vitamines
Les vitamines, bien qu’clles n’aient aucune valeur énergétique, interviennent dans de
nombreux processus physiologiques. A 1’exception des vitamines D et K, notre organisme est

incapable de les fabriquer (Van Bellingen et al., 2006 ; Buxeraud et Faure, 2021).
Il existe deux grands types de vitamines :

* les vitamines liposolubles (A, D, E, K) sont stockées au niveau du tissu adipeux (D, E)
ou en quantités importantes dans le foie (A) ; elles peuvent donc s’accumuler dans

I’organisme et entrainer un risque potentiel en cas de surdosage.

* les vitamines hydrosolubles des groupes B (B1, B2, B3 ou PP, B5, B6, B8, B9 et B12)
et C; cependant, les risques de surdosage sont moindres car elles sont éliminées dans les
urines (Cano et al., 2006 ; Médart, 2009).

3.2. Définition

La vitamine C encore appelée acide ascorbique est un antioxydant non enzymatique
puissant dans le cytosol agit comme un piégeur de ROS pour empécher, ou au moins atténuer
les effets deléteres causés par les ces derniers (Zuhair et Alamri, 2011 ; Carr et Maggini,
2017).

L’AA de formule chimique générale C6H806 possede deux formes optiques : Iévogyre et
dextrogyre, mais seule la forme Iévogyre (acide L-ascorbique) représente la forme naturelle
biologiquement active (Ball, 2004). L'activité vitaminique C est exprimée en mg d'acide

L- ascorbique (Bourgeois, 2003).

3.3. Structure biochimique

Il s'agit d'un composé a six carbones dont la structure est apparentée a celle de glucose,
avec un poids moléculaire 176,13 KDa et une formule brute C6H806. L’AA (ou 2-0x0-L-
thréo-hexono-4-lactone-2.3-énediol) comporte un cycle lactone, deux carbone asymétrique
(les carbones 4 et 5), deux fonction alcool : I'une primaire et I’autre secondaire et une
fonction éne-diol (HO-C=C- OH) sur les carbones 2 et 3 (Figure 8) ; c’est ce groupement qui
est responsable du caractere acide de 1’acide ascorbique (pka=4,17) (Chambial et al., 2013 ;
Elias et al., 2013).
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______________________________

Figure 8 : Structure moléculaire de I’acide L-ascorbique (Carité et al, 2019).

La vitamine C existe essentiellement sous deux formes : 1’acide L-ascorbique forme
réduite et I’acide L déhydroascorbique (ADHA) (Figure 3) forme oxydée, en équilibre
réversible dans les tissus. Le couple agit alors comme un puissant catalyseur de réactions
d’oxydoréduction dans 1’organisme (Lykkesfeldt et al., 2014 ; De Matos, 2016 ; Sperte,
2016).

3.4. Propriétés physicochimiques

La vitamine c est I’un des agents réducteurs les plus puissants dans les tissus vivants, Elle
se présente sous l'aspect d'une poudre blanche ou légérement jaunatre, cristalline, inodore, de
saveur légérement acide. Avec une température de fusion égale a 190°C et de masse molaire
de 176 g.mol*(De Matos, 2016). L’AA est trés hydrosoluble, en revanche moins soluble dans

I’alcool et insoluble dans I'éther et le chloroforme (Layachi, 2013).

Cet antioxydant est Trés sensible et instable en solution aqueuse, d’une part au contact du
dioxygéne de I’air d’ou il s’oxyde facilement et réversiblement a I’acide deshydro-ascorbique
mais ainsi qu’a la chaleur (thermosensible), et aux ultraviolets, par contre il est stable a 1’état

solide, a I’abri de la lumiére et de I’humidité (Bourgeois, 2003 ; Zulfigar et al., 2016).

3.5. Sources de la vitamine C

La vitamine C est trés répandue dans la nature. Elle est essentiellement présente dans les
vegetaux frais, particuliérement dans les agrumes, les fruits tendres et les légumes verts a
feuillus. En outre, les reins et le foie sont de bonnes source de vitamine C d’origine animal
(Velmurugan et al., 2007 ; Levine et al., 2020). Comme supplément « antioxydant », la

vitamine C est disponible sous formes de comprimé et de poudre de différentes doses. Elle est
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généralement incluse dans beaucoup de formulations multivitaminées (Adikwu et Deo,
2013).

3.6. Besoin et Biosynthese de la vitamine C

Le besoin vital en vitamine C varie de maniéré conséquente entre les especes et est
conditionnée par des parameétres environnementaux. Cependant contrairement a la majorité
d’entre eux, ’homme et certains organismes sont incapables de la synthétiser en raison d’un
déficit enzymatique particulier, une oxydase appelée L- gulcono- y-lactone déshydrogénase,
qui va réaliser ’oxydation du glucose et sa transformation en acide déhydroascorbique.

Ce qui exige la présence de la vitamine dans le leur alimentation (Carita et al, 2019).

Dans certaines situations pathologiques (comme le stress, I’inflammation, 1’infection) les
besoins en vitamine C peuvent étre accrus (Pescheux, 2016). Dans le régne animal, la
Biosynthése de I’acide ascorbique est inclue dans la voie biochimique de 1’acide glucuronique
qu’est une voie importante pour des processus de détoxification au niveau du foie (Linster et
van Schaftigen, 2006 ; Fenech et al., 2019 ; Abdullah et al., 2022 ).

3.7. Pharmacocinétique de la vitamine C

v" Absorption : L’absorption de la vitamine C exogéne s’effectue au niveau de la
muqueuse buccale, I’estomac et efficacement I’intestin gréle y compris I’iléon, Dont
I’absorption buccale se fait par diffusion passive a travers la membrane de la cavité buccale.
Tandis que 1’absorption gastro-intestinale par I’intermédiaire d’un mécanisme de transport

actif (Na+-dépendant), saturable et dose dépendant (Djeffal, 2014 ; Fiorani et al., 2020).

v Distribution : L’acide ascorbique passe rapidement dans le sang et diffuse de facon
variable dans tous les tissus. Dans le sang, la forme majoritaire est celle réduite 1’anion
ascorbate AH- (environ 85%). La forme oxydée (DHA) ne représente que 15 %. Dans le
plasma, la vitamine C circule librement sous forme d’ascorbate (Sans transporteur protéique)
(Das et al., 2007).

v' Métabolisme : L’ascorbate est métabolisé dans le foie et les reins, avec une série de
réactions. Son activité en tant qu'antioxydant comprend la possibilité d'étre oxydé
réversiblement par 1’enzyme L-ascorbate oxydase en un radical ascorbyle (ionisation) puis en
déhydro-ascorbate (acide L-déhydroascorbique) . qui est a son tour oxydé mais d’une manicre

irréversible en acide dicétogulonique( ’acide 2,3-dikéto-L- gulonique), puis hydrolyse en
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acide oxalique et thréonique (Ball, 2004 ; Igbal et al., 2004 ; Figueroa-Méndez et Rivas-
Arancibia, 2015).

v" Elimination : La vitamine C ne se stocke pas dans I’organisme mais excrété par trois
voies principales : les urines, les matieres fécales et la sueur (Labarthe, 2012). L’élimination
urinaire est majoritaire, elle se fait sous la forme native inchangée et de métabolites dont le
principal est I’acide oxalique (55 %). qui 80% des calculs rénaux sont composés d’oxalate de

calcium (Lafargue, 2014).

3.8. Roles physiologiques de la vitamine C

La vitamine C semble exercer une multitude d'effets bénéfiques sur les fonctions
biochimiques et moléculaires dans 1’organisme, notamment grace a ses propriétés

antioxydantes et hydroxylantes (Youssef, 2022).

3.8.1. Action antioxydante

Du fait de son activité anti radicalaire, I’ascorbate est le plus puissant antioxydant
hydrosoluble qui peut travailler a I'intérieur et a I’extérieur des cellules pour combattre les
dommages oxydatifs. Il est capable de piéger les espéces réactives dérivées de I’oxygene
(ERO) tels leradical hydroxyle (OH), 1’anion superoxyde (O2) et les espéces réactives

dérivées de 1’azote (ERN), tel que le peroxynitrite €t les neutralisées.

Il protége les membranes, le plasma et les lipoprotéines de faible densité (LDL) vis a vis
de I’attaque peroxydative : soit par stopper la phase de propagation de 1’auto-oxydation et
augmentent les cinétiques de réaction de terminaison. ; ou bien en piégeant efficacement les
radicaux peroxyles ROO" dans la phase aqueuse et les complexes oxoferryle avant qu’ils

puissent initialiser la peroxydation lipidique (Pouliquen, 2022).

AH- + ROO® » Ae-+ ROOH
AH- + [Fe (IV) =O] > Ae-+Fe (lll) + OH-
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3.8.2. ROle enzymatique

a) Absorption du fer: Par son pouvoir réducteur, la vitamine C participe a la
transformation du fer ferrique en fer ferreux pour faciliter et optimiser donc 1’absorption
du fer consomme dans les aliments surtout celui qui est non hémique (produits laitiers et
veégetaux) Il joue également un réle dans la mobilisation du fer d’un compartiment a
I’autre. La vitamine C est proposée pour les personnes atteintes 1’anémie (De Matos,

2016).

b) Synthése de collagene : L'acide ascorbique agit comme un cofacteur sur les systemes
enzymatiques d’hydroxylation post-traductionnelle de la proline et de la lysine qui
interviennent dans la biosynthése du procollagene afin de former respectivement
I’hydroxyproline et I’hydroxylysine, Ces acides aminés hydroxylés entrent dans la

composition des fibres de collagene (De Blas et Wiseman, 2010).

c) Métabolisme de la carnitine : Elle est impliquée dans la formation de la carnitine une
substance retrouvée dans le muscle cardiaque, et squelettique ou encore dans le foie,
nécessaire au transport des acides gras vers les mitochondries ou ils sont oxydés pour

produire de I'énergie (Dosedél et al, 2021).

d) Métabolisme Catécholamine : La transformation de la dopamine en noradrénaline est
catalysée par la dopamine -B-hydroxylase un dimére ou un tétramére située dans les
vésicules de stockage des catécholamines du tissu nerveux contenant des sous-unités
identiques, chacune avec deux ions cuivre catalytiques. L’acide ascorbique agit comme
un cofacteur de cet enzyme dont le role est de maintenir le cuivre a I'état réduit

(Figueroa-Méndez et Rivas-Arancibia, 2015).

e) Autres réactions d’hydroxylation : La vitamine C intervient également dans la
conversion du cholestérol en acides biliaires, ainsi que dans le métabolisme des
hormones stéroidiennes dans les glandes surrénales. Elle participe aussi au catabolisme
des toxiques et carcinogenes par les cytochromes P450 hépatiques. (Cerullo et al,
2020).
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3.8.3. Agent d'oxydoréduction
Grace a son couple oxydoréducteur, La vitamine C participe a la réduction des acides
foliques en coenzymes actifs, les acides tétrahydrofoliques (THF). Elle a également un role
détoxifiant d’une part, vis-a-vis un grand nombre de métaux lourds (plomb, mercure,
cadmium, strontium ...), en favorisant leur élimination ou diminuant I'absorption intestinale
de certains d'entre eux (Guillot et al., 1998 ; Layachi, 2013).

3.8.4. Stimulation de ’immunité et prévention de certaines maladies
Les recherches récentes sur I’acide ascorbique ont mis en évidence son intérét dans le
traitement et la prévention de certaines maladies. La vitamine C pourrait aider a prévenir ou
retarder le développement de certains cancers, des maladies cardiovasculaires et d'autres
maladies (Padayatty et al., 2003).

3.9. Carence en vitamine C

La vitamine C est entre autre indispensable a la biosynthése du collageéne. Lors d’un déficit
en vitamine C (hypovitaminose) chez I’homme et les espéces sensibles incapables de la
synthétiser, I’altération du collagéne se caractérise par les signes cliniques suivants : anorexie,
fatigue, douleur et atrophie musculaire, manifestations hémorragique, cedémes et lésions
cutanées, enflure et saignement des gencives pouvant conduire a la perte des dents, ainsi des

perturbations psychologiques (dépression, hystérie) (Djeffal, 2014 ; Gayen et al., 2020).

Néanmoins, la vitamine C peut étre conditionnellement essentielle méme chez les espéces
capables de la synthétiser tel que les lapins ; Dans les conditions de stress notamment, la
synthése endogéne peut s’avérer insuffisante pour répondre aux besoins de 1’organisme.

(Gidenne et al., 2015 ; Labarthe, 2012).

3.10. Toxicité de la vitamine C

La vitamine C n’est pas réputée toxique du fait que la molécule étant hydrosoluble, elle est
majoritairement éliminée lors d’exces éventuels par voie urinaire ; Aucune étude n’a révélé
gue l'acide ascorbique est cancérogene ou tératogene ou qu'il cause des effets indésirables sur

la reproduction (Hussein et al., 2012).

Cependant Les apports élevés en vitamine C ont été signalés comme ayant une faible
toxicité ; A cet égard L’OMS estime que 1g/j d'acide ascorbique semble étre la limite

supérieure recommandée de I'apport alimentaire (Adikwu et Deo, 2013).

27

—
| —



Chapitre I
Matériel et Méthodes




CHAPITRE 11 MATERIEL ET METHODES

Présentation de I’étude

Notre travail a débuté a partir des organes préleves et fixés dans du formol a 10%. Un test
de toxicité subaigué de 21 jours de traitement par I’insecticide « lambda cyhalothrine » a été
suivi par le sacrifice des animaux témoins, traités par LCT et supplémentés par la vitamine C.

L’organe cible de la présente étude étant le foie.

Notre expérimentation a été realisée durant la période allant du 20 mars jusqu’au 20 Juin

de 2022, au sein des laboratoires suivants :

v' Clapier de la station expérimentale de la faculté SNV de I’université Blida 1 ou nous

avons assisté a I’étude toxicologique et le sacrifice des animaux.

v’ Laboratoire PFE de la facult¢ SNV de I'université Blida 1 ou nous avons assisté a la
dissection, prélevement et pesée des organes.

v’ Laboratoire d’anatomie-pathologie CHU de 1’hopital de Beni Messous On nous avons
réalisé notre étude histologique par coloration topographique HE et immunohistochimique

(IHC) par les marqueurs moléculaires Ki67 et alpha foetoprotéine (AFP).

v' Laboratoire d’anatomie pathologie de 1’hopital Douera, on nous avons réalisé des

colorations histologiques topographiques du foie a savoir le trichrome et la réticuline.
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1. Materiel
1.1. Matériel biologique
Le modele animal choisis dans notre étude est la lapine et Selon (Garreau et al., 2015 ;

Lebas et al., 1984)) leur systématique est la suivante :

- Régne : Animale

- Embranchement : Vertébrés

- Classe : Mammifeéres

- Ordre : Lagomorphes

- Famille : Léporides (lievre et lapin)
- Sous-famille : Leporinae

- Genre : Oryctolagus

- Espéce : Oryctolagus cuniculus

» Reépartitions des lots

L’ensemble des lapines ont été divisés en trois groupes de 5 lapines chacun dont leur poids
moyen homogenes, ces derniers sont gardées dans les mémes conditions
(Hamadidi et Melek ,2020).

o Le 1" Lot (Témoin) : recevant de I’eau distillée.
o Le2°™ Lot : traité par lambda cyhalothrine.
o Le 3™ Lot : traité par la LCT + vitamine C.

1.2. Matériel non biologique

Dans la présente étude deux produits ont été testé a savoir 1’insecticides KARATE® dont
la matiére active est « Lambda-cyhalothrine » et I’acide ascorbique, le reste du matériel utilisé

est cité dans ’annexe I.

29

——
| —



CHAPITRE 11 MATERIEL ET METHODES

2. Meéthodes
2.1. Sacrifice des animaux et prélévement des organes

Nous avons assisté au niveau de clapier lieu de 1’expérimentation animale et dans
laboratoire PFE pour le sacrifice, le prélevement et la dissection des organes avec d’autres
étudiants master (Figure 9) .

Figure 9 : Aspect plurilobé du foie de lapine et pesé (Photo originale)

2.2. Etude histologique

Le principe de la technique histologique est le recueil des fragments tissulaires hépatiques
précédemment mis en cassettes pour permettre la réalisation de plusieurs étapes successives
en vue d'obtenir des coupes histologiques fines et colorées observables au microscope optique

selon les étapes suivantes :

2.2.1. Etude macroscopique

Afin d’effectuer une analyse morphologique, un examen macroscopique est recommandé
permettant la recherche d’éventuelles lésions macroscopiques (couleur, cedéme,
nécrose....etc.) du parenchyme hépatique des animaux traités en comparaison avec les sujets

témoins.

2.2.2. Fixation

C’est I’étape primordiale de la préparation des structures aux traitements ultérieurs
(coloration). Elle est indispensable a la bonne immobilisation des constitutions cellulaires et

tissulaires en conservant leurs morphologies dans un état aussi proche que possible de leur
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état vivant. La fixation permet de protéger les tissus des organes contre les contaminations
bactériennes qui entrainent la putréfaction des tissus et de toute hydrolyse due a la libération
des enzymes contenues dans les lysosomes cellulaires (autodigestion). Aprés sacrifice, les
organes préelevés sont pesés, coupés en petits fragments puis fixés dans le formol a 10% et mis
en totalité dans des cassettes plastiques codifiés (portant le code d’identification pour chaque

lapin) (Figure 10).

Figure 10 : Fixation des fragments

2.2.3. Circulation

Elle consiste a séjourner les piéces dans une série de liquides intermédiaires avec un ordre
déterminé et de maniere a faire remplacer I’eau présente dans les tissus par une matrice
suffisamment stable pour maintenir les structures cellulaires qui est souvent hydrophobe.
L’ensemble des opérations ont été effectuées a I’aide d’un automate de traitement des tissu
de type « Leica » pendant une durée de 24 heures (Annexe 1). La circulation passe par 3

processus :
a. Déshydratation

C’est la premiére étape indispensable pour 1’élimination de 1’eau des tissus, elle se fait par
immersion des casettes contenant les fragments du foie dans des bains d’alcool éthylique (2

heures chacun) de degreés croissant :

o Un bain d’alcool 70°
o Un bain d’alcool 80°
o Un bain d’alcool 95°

o deux bains d’alcool 100°
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Notant que cette graduation dans les concentrations assure une déshydratation douce et non

brutale préservant les cellules de la distorsion.

b. Clarification

Les casettes ont été ensuite immergées dans 3 bains successifs du xyléne (bain
intermédiaire miscible dans 1’alcool et la paraffine) de 2h chacun qui permettent de remplacer
I’alcool présent dans les tissus par la paraffine. Au fur et & mesure de leur infiltration par le
solvant, les tissus ont tendance a s’éclaircir. Cette étape est donc parfois appelée

éclaircissement ou clarification.

c. Imprégnation

C’est I’étape terminale qui assure 1’élimination du xyléne et I’imprégnation des tissus par
la paraffine. Elle consiste a Faire séjourner les cassettes d’organes successivement dans deux
bains de paraffine pure fondue pendant 2 heures chacun. Les bains de 1’automate sont

thermostatés a 56°C pour maintenir la paraffine liquide.

2.2.4. Inclusion
Consiste a inclure le tissu imprégné « foie » dans un bloc de paraffine, qui va procurer la
résistance mécanique nécessaire a la réalisation des coupes fines et réguliéres au microtome,
elle permet aussi la conservation de 1’échantillon.
Cette technique a été réalisée a I’aide d’un automate d’inclusion (Figure 12), selon les

étapes suivantes :

v" Couler la paraffine fondue par chauffage dans des moules métalliques.

v" Orienter les fragments d’organe imprégné dans la paraffine, dont ils doivent étre
maintenus au fond et au centre du moule pour que la coupe soit représentative du
fragment.

v" Placer des cassettes sur les quelles est inscrit les indications de la piece traitée au-dessus
des moules qui seront choisis en fonction de la taille des fragments.

v" Verser la paraffine liquide de 56°C contenue dans un distributeur de paraffine a travers
les grilles des cassettes jusqu’au remplissage.

v" Laissez refroidir environ 10 minutes sur une plaque froide pour obtenir une solidification
rapide.

v Démouler les blocs.

A la fin, on obtient des blocs de paraffine durs, incluant le fragment prélevé et qui sont par

la suite conservé au congélateur a - 4°C jusqu'a la réalisation des coupes.

32

——
| —



CHAPITRE 11 MATERIEL ET METHODES

Figure 11 : Automate d’inclusion (photo originale)
2.2.5. Microtomie
Apres I’obtention des fragments tissulaires inclus dans des blocs :

v' Vérifier la solidité des blocs de paraffine.

v" Orienter et fixer les cassettes de paraffine portant le fragment d’organe sur le porte —objets

d’un microtome rotatif de type « Leica » (Figure 13).

v Eliminer le surplus de la paraffine par dégrossissement du bloc jusqu'a I’apparition de la
piéce dans le plan de coupes.
v' Réaliser une série de coupes fines et transversales sous forme de ruban de 3 a 5 um

d’épaisseur pour obtenir une seule couche de cellules.

Figure 12 : Microtomie identification des lames (photo originale)

2.2.6. Etalement Collage et Séchage des rubans de coupes

Apres avoir identifié les lames a I’aide d’un crayon diamanté (Annexe I) les rubans de
coupe sont étalés a 1’aide de 1’eau et une plaque chauffante a 70°C pendant quelques
secondes, afin de permettre une adhérence optimale des tissus.

A 1’aide d’une pince, les plis de la paraffine sont tirés Iégérement de chaque coté. Ensuite,
I’ensemble coupe-lame est retiré de la plaque, égoutté sur papier joseph.
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Ces lames obtenues dites « blanches » (car elles ne sont pas encore colorées) ont eté

ensuite placées sur un porte-lame et séchées dans un étuve réglée a 80°C pendant 15 min.

2.2.7. Coloration

Les lames subissent un prétraitement avant la coloration :

e [’étape de déparaffinage sert a enlever la paraffine intracellulaire pour que les
colorants puissent le pénétrer, par passage des lames dans un bain de xyléne de 5a 7
minutes.

e Laréhydratation a pour but de retirer le xyléne du tissu et de le remplacer par de ’cau.
Les lames déparaffinées passent par trois bains d’alcool a concentration décroissante

96°, 80° puis 70° aprés on termine par un Ringage de 1 a 3 minute a 1’eau de robinet.

Aprés ces étapes préparatoires, nous avons appliqués trois types de coloration

topographique pour la I’observation et 1’étude du parenchyme hépatique.

a. Hématoxyline Eosine (HE)

C’est une coloration usuelle adoptée en anatomie pathologique par laquelle doivent passer
tous les prélevements, elle a pour but d’identifier les caractéres histologiques de tissus, elle est
dite bi-chromatique composée d'un colorant nucléaire (bleu/violet) : I'nématoxyline de Harris

cationique (basique), et d'un colorant cytoplasmique (rose) : I'éosine anionique (acide).
Ce processus a été effectué comme suit :
v" Passage des lames réhydratées dans un bac de I’hématoxyline de Harris (2 & 3 min).

v" Ringage avec du I’eau de robinet (5 min).

v" Passage des lames dans un bac d’eau acidifiée(5ml d’acide chlorhydrique concentré dans
1L d’eau distillée), pendant quelques secondes pour différencier les coupes et éliminer

I’excés de colorant.
v" Bleuissement des noyaux dans un bac d’eau additionné de quelques gouttes
d’ammoniaque (2 ml NH4OH dans 1L d’eau distillée) pendant (15 s).
v Immersion des lames dans un bac d’éosine (30 s a 1 min).
v' Deuxiéme ringage avec du 1’eau de robinet (5 min).
Apres, on procede a une :

v' Déshydratation : Les lames colorées ont été soumises successivement dans 3 bacs
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d’éthanol a des concentrations croissantes (70% /30 secondes ,80%/30 secondes et 96%

pendant 2 min) pour éliminer 1’eau restante dans les coupes.

v' Eclaircissement : Puis elles ont été plongées dans deux bacs de xylénes pendant 20 min.

b. Trichrome de Masson

C’est la 2 °™ coloration topographique de routine utilisée dans notre travail pour mettre en
évidence les fibres de collagéne dans les coupes histologiques. Comme son nom

I’indique, cette technique fait intervenir 3 colorations successives :

1) Une coloration des noyaux par « I’hémalun de Mayer ».

2) Une coloration du cytoplasme en rose par un mélange precis de « fuchsineacide » et
de « rouge ponceau ».

3) Une coloration élective du collagéne en bleu par « le vert lumiére » ou « le bleu

d’aniline ».
Elle passe par les étapes suivantes :

v" Plonger la lame dans trois bains de xyléne en agitant 3 a 5 min.

v" Passer les lames dans 3 bains d’alcool puis rincer avec 1’eau de robinet.
v" Réhydrater a I’eau courante puis a 1’eau distillée.

v" Colorer a I’Hématoxyline 10 min.

v" Rincer a I’eau courante.

v" Plonger dans 1I’eau ammoniacale jusqu’a bleuissement de la coupe.

v" Rincer a I’eau courante.

v" Rincer a I’eau distillée.

v Colorer a la Fuchsine Ponceau 10 min.

v" Rincer a I’eau distillée.

v" Plonger dans I’acide phosphomolybdique (éclaircissement du rouge) 3 min.
v" Colorer sans rincer par le bleu d’aniline(ou par le vert lumiére) 1 min.

v' Déshydrater et monter.

c. Coloration de la réticuline

C’est une coloration topographique spéciale basée surla méthode d’argentage de
réticuline, dont les fibres de réticuline constituées de collagéne de type III sont colorées en

noir par les sels d’argent. Suivant les étapes ci-dessous : (Annexe 1)

v' Déparaffiner et réhydrater.
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v" Rincer a I’eau distillée.

v" Oxydation préliminaire des fibres de réticuline : Poser sur la coupe 5 gouttes de réactif A
et 5 gouttes de réactif B (5 min).

v" Laver dans de I'eau distillée.

v" Blanchiment : Poser sur la coupe 10 gouttes de réactif C (1 min).

v" Double lavage dans de I'eau distillée.

v" Sensibilisation (formation de complexes organométalliques) : Poser sur la coupe 10
gouttes de réactif D (3 min).

v Double lavage dans de I'eau distillée.

v" Imprégnation : Poser sur la coupe 10 gouttes de réactif E (3 min).

v" Lavage dans de I'eau distillée.

v Réduction d'argent ionique en argent métallique : Poser sur la coupe 10 gouttes de réactif
F (5 min).

v" Double lavage dans de I'eau distillée.

v" Virage : Poser sur la coupe 10 gouttes de réactif G (2 min).

v' Lavage dans de I'eau distillée.

v" Fixage : Poser sur la coupe 10 gouttes de réactif H (2 min).

v' Lavage dans de I'eau distillée.

v" Contre coloration : Poser sur la coupe 10 gouttes de réactif I (5 min).

v’ Déshydrater et monter.

2.2.8. Montage et Observation microscopique
Les coupes colorées sont montées entre lame et lamelle avec une résine synthétique
« I’Eukitt » dont I’indice de réfraction est proche de celui du verre, en évitant la formation de
bulles d’air.
Les lames séchées peuvent-étre conserveées pendant une période illimitée a température
ambiante. Ces derniéres sont observées et photographiées a 1’aide d’un microscope optique de
type « Leica » et d’un appareil photo numérique a différents grossissements (Gx10 et Gx 40).

2.3. Etude d’immunohistochimie (IHC)

L’immunohistochimie permet la localisation et la quantification des protéines spécifiques
sur coupe histologique par la détection d'antigene (ex : Kie7 et la AFP) grace a un anticorps
primaire (peuvent étre d'origine polyclonale ou monoclonale) spécifique a I’antigéne qu’il est
capturé par un anticorps secondaire couplé a une enzyme pour donner une réaction colorée

facile a visualiser au microscope (Figure 13) (Kim et al., 2016).
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Figure 13 : Schéma présentant le principe de la technique d’immunohistochimie (Méthode
indirecte) (Kim et al., 2016)

L’application des anticorps peut se faire de deux maniéres distinctes :

Méthode directe : Elle repose sur I’utilisation d’un seul anticorps spécifique couplé a une
molécule de détection.

Méthode indirecte : Elle consiste en ’utilisation de deux anticorps 1’un primaire qui cible
spécifiquement 1’antigéne et I’autre secondaire et couplé a une molécule de détection. Dans la

présente étude nous avons adopté la méthode indirecte.

En anatomie-pathologique, I’'THC a un intérét thérapeutique et diagnostique permettant de
classer une tumeur est définir son stade et son origine. Dans notre travail les substances

antigéniques recherchées sont : Ki67, Alpha-feetoprotéine AFP.

2.3.1. Etapes de la technique IHC

Les blocs de paraffine déja préparés sont récupérés pour réaliser des coupes histologiques
plus épaisses (5 um), pour bienvisualiser le marquage et éviter la sur-digestion de tissu ce qui

donne un faux résultat.

L’étalement des coupes se fait sur des lames silanisées (thermo résistantes) pour réduire le

risque de décollement des fragments a température élevée. Les lames sont misent dans 1’étuve
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(37°C a 42°C) pendant tout une nuit afin d’avoir une bonne adhésion des coupes sur les
lames. Par la suite, on fait passer les lames successivement dans 3 bains de xylene et 3 bains
d’alcools a concentration décroissante 96%, 80% et 70% de 5 min chacun, puis on rince les

lames a I’cau distillé (5min).

2.3.2. Démasquage antigénique
Cette étape vise a briser les ponts créés par le formol lors de la fixation afin de rendre les
sites antigeniques accessibles grace a une technique appelée « récupération d'épitopes induite

par la chaleur HIER» en appliquant les étapes suivantes :

v’ pour démasquer les sites Antigéniques: immerger les lames dans une solution de
démasquage « TRS » préalablement préparée (diluée a 1/10 dans I’eau distillée) en
gardant le pH requis (pH 6 ou 9) selon le type d’anticorps spécifique utilisé, et incuber

dans un bain-marie a 98°C pendant 35minutes.

v" Retirer les bacs et laisser refroidir sur la paillasse (20 min) a température ambiante afin

d’éviter le choc thermique.

v’ Laver les lames avec de I’eau distillée puis avec un tampon TBS-T (tris-buffer saline

tween) pendant 5 minutes.

2.3.3. Inhibition des molécules endogéne.

v Incuber les lames dans la chambre humide obscure.

v" Cercler les prélevements avec un crayon hydrophobe (DAKO-PEN) pour empécher les
anticorps de diffuser sur toute la surface de la lame et réduire la quantité de réactifs.

v" Bloquer la peroxydase endogéne en incubant le tissu dans le peroxyde d’hydrogéne

(H202) a 3 % a I’abri du la lumiére pendant 10 minutes.

v Rincer au TBS (Solution saline tamponnée, a pH =7,4) dans deux bacs pendant 5

minutes chacun afin d’éliminer les liaisons non spécifiques.

2.3.4. Application de I’anticorps primaire

v" Appliquer I’anticorps primaire dilué sur les fragments (Anti-protéine K167/ aFP).

v' Mettre les lames dans une chambre humide a 1’abri de la lumiére pendant 35 minutes.

v laver avec du I’eau distillée puis dans un tampon TBS pendant 5 minutes.
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2.3.5. Application de I’anticorps secondaire
v' Appliquer I’AC secondaire HRP (amplificateur) couplé a la peroxydase de raifort pour
toutes lames et laisser agir pendant 30 minutes dans une chambre humide a I’abri de la

lumiére.

v" Laver avec du I’eau distillée puis dans un tampon TBS pendant 5 minutes.

2.3.6. Révélation

v Ajouter le Chromogéne (DAB : une goutte avec 1 ml de substrat) sur chaque lame et

Laisser incuber pendant 5 a 10 minutes.

v" Rincer avec du I’eau distillée pendant 5 minutes afin d’arréter la réaction.

2.3.7. Contre coloration
v Immerger les lames dans 1’hématoxyline de Mayer qui va colorer le noyau pendant 3
a5 minutes.

v'Rincer a I’eau courant plusieurs fois puis avec du I’eau distillée pendant 5 minutes.

v Mettre les lames dans une solution ammoniacale pour bleuir les tissus, puis déshydrater et
éclaircir.
2.3.8. Montage et observation
v" Déposer les lamelles sur les lames a 1’aide d’un milieu de montage aqueux (Faramount),
et appuyez bien afin de chasser les bulles d’air; Sécher I’ensemble a I’aide d’une

compresse stérilisée.

v" Observer les lames au microscope optique a différents grossissements (x10, x40), puis

interpréter.

NB : Ne pas laisser les échantillons de tissu sécher pendant toute la durée du protocole.

Toute la technique ce déroule a 1’abri de la lumiéres sauf 1’étape du chromogeéne.

2.4. Etude morphométrique

A partir des photos prises des coupes histologiques, nous avons opéré a
I’histomorphométrie dans le but d’évaluer 1’état physiologique du parenchyme hépatique et
les Iésions tissulaires causés par LCT. Pour cela, nous avons utilisé le logiciel d’analyse et de
traitement d’image « Image View version x 64, 4. 10.17614.20200822 », qui permet de
mesurer les structures histologiques des organes étudiés a partir des observations

microscopiques (Figure 14).
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Figure 14 : Exemple d’une fenétre du logiciel ImageView (Originale)

2.5. Etude statistique

Les valeurs des paramétres morphométriques ont été analysées statistiquement par le test
d’ANOVA a un facteur au moyen du logiciel STATISTICA Version 10, en comparant le lot
témoin a chacun des lots traités par lambda cyhalothrine (LCT) et Vitamines C + LCT.

Les résultats obtenus sont représentés graphiquement et sous forme de moyenne + 1’écart
type. Une valeur p < 0,05 est considérer statistiquement significative.
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1. Résultat et Discussion

Dans la présente étude, des échantillons du foie de lapines témoins, traitées par un
insecticide LCT et traitées + supplémentées par la vitamine C ont été utilisés. Le choix de
cet animal est fondé sur plusieurs critéres, étant donné que le lapin constitue un modele
expérimental qui est phylogéniquement proche de I’homme et aisé a manipuler, ainsi que
sa taille permet d’obtenir facilement des échantillons tissulaires et sanguins (Dewree et
Drion, 2006 ; Sanroman, 2012 ; Gidenne et al., 2015).

Le foie est I’organe majeur de multiples voies métaboliques et le premier site de la
détoxification des pesticides. Son rdle dans la biotransformation des composés toxiques, le rend
I’organe cible du stress causé par les xénobiotiques. De ce faite, 'homéostasie hépatique
perturbée sous un tel stress est suffisante pour modifier la physiologie corporelle normale de
tout organisme (Bhushan et al., 2013 ; Mossa et al., 2015 ; Vardavas et al., 2016 ; El-Bialy
et al., 2019).

La vitamine C est un antioxydant hydrosoluble qui assure la protection des cellules contre
les dommages oxydatifs infligés par les radicaux libres (Fatmi, 2014 ; Buxeraud et Faure,
2021).Dans ce contexte, notre travail s’intéresse aux variations histo-morphométriques et
immunohistochimiques qui sont des critéres importants pour 1'évaluation de 1’effet protecteur
de la vitamine C contre I'hépatotoxicité induite par une administration journaliére d’un

insecticide pyréthrinoide de type Il appelé « lambda-cyhalotrine » chez les lapines.

Les résultats obtenus sont analysés et discutés en fonction de travaux relates.

1.1. Etude histopathologiques

Nous avons réalisé trois types de colorations topographiques, I’hématoxyline-éosine
(H&E), le trichrome de Masson et la réticuline, afin de mettre en évidence les altérations

histopathologiques causées par LCT et rechercher 1’effet protecteur de la vitamine C.
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Planche 1 : Histologie du parenchyme hépatique des lapines témoins, Coloration H&E,
(A) : Grx10et (B) : Gr x 40.
Légende : H : hépatocytes ; S : sinusoide ; VCL : veine Centro- lobulaire, CB : cellules

binucléés ; N : noyaux ; EP : espace porte ; TH : Travées hépatocytaire ‘

Lobule hépatique.
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Planche 2 : Histologie du parenchyme hépatique des lapines témoins, Coloration de
trichrome de Masson (A) : Gr x10 et (B) : Gr x 40.

Légende : H : hépatocytes ; S : sinusoide ; VCL : veine Centro- lobulaire ; EP : espace
porte ; TH : Travées hépatocytaire ; FC : Fibre de collagéne ; VP : veine porte ; AH :
artere hépatique ; Cb : canal béliére.
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Planche 3 : Histologie du parenchyme hépatique des lapines témoins, Coloration
Réticuline. (A) : Gr x10 et (B) : Gr x 40.

Légende : N : noyaux ; S : sinusoide ; VCL : veine Centro- lobulaire ; FR : Fibre de
Réticuline.
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»

Planche 4 : Histologie du parenchyme hépatique des lapines traités par LCT
Coloration H&E. (A) au faible Gr x 10 et (B) au fort Gr x 40.

Légende : S : Sinusoide ; VCL : Veine Centro- lobulaire ; EP : Espace porte ; IF :
Infiltrat inflammatoire ; CV : Congestion de laVCL ; M : Membrane de laVCL ; THD :

) SR T
Travées hepatocytaire dégenere ; Dilatation de la VCL ; N : noyaux
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Planche 5 : Histologie du parenchyme hépatique des lapines traités par LCT,
Coloration de trichrome de Masson. (A) : Gr x10 et (B) : Gr x 40.

Légende : S : sinusoide ; VCL : veine Centro- lobulaire ; CV : Congestion de la
VCL ; =< :Epaississement de la membrane ; FC : Fibre de collagéne.
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Planche 6 : Histologie du parenchyme hépatique des lapines traités par LCT, mettant
en évidence une dilatation de la VCL avec dépdt important de fibre de réticuline.
Coloration Réticuline. (A) : Gr x10 et (B) : Gr x 40.

Légende : N : noyaux ; VCL : veine Centro- lobulaire ; <— : Epaississement de la
membrane.
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Planche 7 : Histologie du parenchyme hépatique des lapines traités par LCT et
supplémentés par la vitamine C. Coloration H&E. (A) : Gr x10 et (B) : Gr x 40.
Légende : S : Sinusoide ; VCL : Veine Centro- lobulaire ; EP : Espace porte ; H :

hépatocytes ; N : noyaux.
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Planche 8 : Histologie du parenchyme hépatique des lapines traités par LCT et
supplémentés par la vitamine C. Coloration de trichrome de Masson. (A) : Gr x10 et (B) :
Gr x 40.

Légende : S : Sinusoide ; VCL : Veine Centro- lobulaire ; EP : Espace porte ; H :
hépatocytes ; N : noyaux ; CV : Congestion de la VCL.
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Planche 9 : Histologie du parenchyme hépatique des lapines traités par LCT et
supplémentés par la vitamine C. Coloration Réticuline. (A) : Gr x10 et (B) : Gr x 40.
Légende : N : noyaux ; VCL : veine Centro- lobulaire ; CB : cellules binucléés ; S :

Sinusoide ; M : membrane de la VCL ; FR : Fibre de réticuline.
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a) Coloration par ’hématoxyline éosine

e Groupe Témoins

L’observation des coupes histologiques du parenchyme hépatique de groupe témoin a
différents grossissements révele une organisation histologique du foie normal avec une
architecture lobulaire bien conservée marquée par la présence de travées hépatocytaires

disposées en fils radiaires autour d’une veine centrolobulaire (VCL).

Ces travées sont séparées par des capillaires sinusoides (S) sous forme d’espace peu colorée
dont la limite hexagonale irréguliére du lobule est défini par les espaces portes « triades » qui

comprennent les vaisseaux sanguins, les canalicules biliaires et les artéres.

Les hépatocytes présentent un cytoplasme dense (rose définit par la coloration HE; rouge
par la coloration de trichrome de Masson) avec un ou deux noyaux arrondis de taille variable
(noyau bleu/violet définit par la coloration HE ; noyau bleu foncé/noir pour la coloration de
Trichrome de Masson), comportent une chromatine dispersée a la périphérie (Planche 1-2).

Des résultats similaires ont été reportés par plusieurs études faites sur le lapin
(Ahmad et al.,, 2011 ; Boumezrag et al., 2021) et autres modeles animaux poussins
(Aouey et al., 2017) , le rats (Alrawe et ALzubaidy, 2022) n’ayant montré aucune lésion
histolologique hépatique chez le groupe témoins.

e Groupe traite par LCT :

L’examen du parenchyme hépatique traiter par LCT a faible puis au fort grossissement
montre une architecteur plus au moins désorganisé des lobules hépatiques par rapport au foie
témoin.

Les altérations structurales et cellulaires-représentées dans la (Planche 4-5-6) se résument
comme suit :

e Une dilatation et congestion sanguine importante de la veine centro-lobulaire et des

espaces porte, ainsi qu’une distension et hémorragie sinusoidale.

e Epaississement de la membrane de la VCL.

e Présence d’un infiltrat inflammatoire péri-portale polymorphe constitué de cellules

lymphocytaire et autours de la VCL.

e Deégeénérescence des hépatocytes avec désorganisation de I'agencement des cellules en

travées autour de la VCL.
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Ces résultats sont en accord avec les travaux d’autres chercheurs suite a toxicité par lambda

cyhalothrine chez le lapin (Basir et al., 2011 ; Adam, 2020 ; Boumezrag et al., 2021 ; Settar
et al., 2022) qui ont montré les méme altérations histologiques du foie.
Plusieurs études (Ramadhas et al., 2014; Al-Sarar et al., 2014 ; Aouey et al., 2017 ; Abdul-
Hamid et al., 2020 ; Alrawe et ALzubaidy, 2022) Ont rapportés des résultats pareils du foie
traité avec la lambda-cyhalothrine chez les poussins ,les rats / souris indiquant que la lambda-
cyhalothrine provoque une hépatotoxicité avec une toxicité subaigué.

Ainsi, cela peut étre d0 aux dommages oxydatifs causé par la LTC en augmentant la
peroxydation lipidique et en réduisant l'activité des principales enzymes antioxydantes
(Fouzai et al., 2020) ont prouvés que le traitement par LCT provoque une génération des
radicaux libres et des dommages oxydatifs des protéines qui présentes une source possible de
la pathogenése des lésions hépatiques mais chez les organismes aquatiques.

(Heetal., 2020 ; Jebur et al., 2021 ; Rehman et al., 2021 ; Saeed et Igbal, 2021 ; Allam
et al., 2022 ; Majumder et Kaviraj, 2022) démontre que l'induction d'un stress oxydatif
suite a une exposition aux autres pyréthrinoides de type Il (Cyperméthrine Et Béta-
Cyfluthrine /// deltamethrine) chez les lapins et les rats perturbe les mécanismes de défense
antioxydants et renforce la peroxydation lipidique entrainant des altérations tissulaire au
niveau de foie qui constituent probablement des signes d’une hépatotoxicité similaires aux

celles de lambda cyhalothrine.
e Groupe traites par LCT et supplémenté avec la vitamine C :

Au faible grossissement (Gr X10), Les résultats microscopiques du foie de lapines traités
par la LTC et co- administrés avec la Vit ¢ montrent un parenchyme moins altérer et une
architecture lobulaire réorganiser comparativement a celle observée chez le lot traité par lambda
cyhalothrine uniquement, Nous avons aussi remarqué une légere dilatation de la veine
centrolobulaire et des espaces portes avec absence de congestion et d’infiltrat inflammatoire
(Planche 10-11-12).

Au fort grossissement (Gr X40), on observe des travées hépatocytaires moins
désorganisées et bien structurées comme celle observé chez les témoins qui convergent
radiairement vers une veinecentrolobulaire. De plus, nous avons remarqué une intense
activité régenérative hépatocytaire qui se manifeste par un cytoplasme dense avec des noyaux
arrondis basophiles fortement nucléolés (colorés en bleu). Ceci reflete I’effet amélioratif et
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protecteur de la vitamine C, dans la régression des lésions tissulaire et la diminution des effets
nocifs causé par ce biopesticide.

Nos résultats corroborent avec ceux de Fetoui et al. (2009) qui ont trouvés une réduction
des dommages hépatique suite a une supplémentation par la vitamine C et suggerent que ce
mécanisme d'hépatoprotection de la vitamine C est probablement du soit a ses propriétés de
piégeage des radicaux libres et/ou a l'effet indirect comme un régulateur de systéme
antioxydant. L’effet protecteur de la vitamine C sur I’activité des enzymes de stress oxydant
causé par des insecticides a été reporté par plusieurs auteurs (Mossa et al., 2011 ; Hussein et
al., 2012 ; Adikwu et Deo, 2013).

Selon Pehlivan, (2017) et Hassan et al., (2020) la vitamine C agit comme puissant
antioxydant favorisant un grands nombre de réactions métaboliques, notamment le
métabolisme des protéines, cicatrisation. Son réle dans la stimulation du systéme immunitaire,

la prévention et I'élimination des infections en tant que coenzyme est a 1’étude.

Toutefois, une autre étude de Uzunhisarcikli et Kalender, (2011) sur I’effet protecteur
des vitamines C et E contre 1’hépatotoxicité induite par un autre insecticide de la famille

des pyréthrinoide « méthyl parathion » ont rapportés des résultats similaires.

De plus, les données histopathologiques de Al-Omar et al. (2020) ont montré que la
Co administration de la vitamine C chez les rats intoxiqués par un autres insecticide
pyréthrinoide a provoqué une récupération des dommages au foie par rapport aux groupes
exposeés aux pyréethrinoides, comme l'acide ascorbique a amélioré les lésions tissulaires

dans le cadre de la présente étude.
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b) Coloration par le trichrome de Masson

La coloration topographique trichome de Masson est utilisée pour détecter le collagene
présent dans les voies portes et les parois des vaisseaux, mais indique également la présence et
la distribution des fibroses suite a une lésion hépatique (Krishna, 2013).

Chez le témoin, les coupes histologiques colorées ont montré un dépot modéré de fibres de
collagéne au niveau de la membrane des triades portes (Planche 2).

Une coloration plus dense a été observée chez les animaux traités par LCT par rapport a celle
de témoin, mettant en évidence I’accumulation de collagéne autour la veine centrale
(Planche 5). Nos résultats démontre que I’exposition a LCT affecte la fonction réguliére des
hépatocytes de synthétiser le collagéne en raison des dommages oxydatifs générés (Hall et al.,
2021).

Concernant le lot LCT + vitamine C, il présente peu de fibres collagénique autour la veine
central en comparaissant avec le lot traité uniquement par LCT (Planche 8). Cela renforce
encore le fait que la supplémentation de la vitamine C exerce un effet amélioratif au maintien

du collagéne (Yu et al., 2015).
c) Coloration par la réticuline

les fibres de réticuline ont été détecté avec une coloration au nitrate d'argent ; ces derniers
apparaissent noires sur un fond gris a rose clair (Krishna, 2013).

Chez le témoin, I’examen microscopique a démontré la présence d’un grillage délicat de
fibrilles trés fines de réticuline (entrecroisées), propagées dans l'espace de Disse et entourées
les hépatocytes ce qui révele 1’aspect normal de foie, d’ou ces fibres sont présentes dans le cadre
de la matrice extracellulaire (Planche 3) (Krishna, 2013).

Concernant les lapines traitées par LCT, cette coloration a montré la présence d’un grand
dépot de fibres réticulinique autour de la veine centrale ainsi dans les sinusoides (Planche 6).
Ceci peut étre expliqué par un mécanisme de compensation de tissu nécrosé renforcant encore
le fait que 1’agression par LCT provoque des changements cellulaires dégénératifs et modifie
la synthése de certaines protéines (Fyfe et al., 2018).

L’accumulation de ces fibres vient d’indiquer la causalité¢ des dilatations vasculaires
observées apres leur rétrécissement .Cependant, le dépdt de fibres de réticuline observés chez
le lot LCT+vitamine C est moins sévére a celui observé chez les traités par I’insecticide seul et
presque similaire a celui de temoin révélant le role amelioratif de vitamine ¢ dans le maintien
de I’adhérence cellulaire et protecteur contre I’hépatotoxicité de cet insecticide (Planche 9) (Yu
et al., 2015).
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1.2. Etude histomorphométrique

Dans le présent travail nous avons réalisé une étude histomorphométrique afin d’évaluer
I’impact de I’insecticide LCT sur le parenchyme hépatique et I’effet amélioratif probable de la
vitamine C. pour cela différents parametres ont été mesurés (um) : La taille des noyaux, de
cytoplasme, le rapport nucléo-cytoplasmique des VCL ainsi que leurs diamétre et 1’épaisseur

de sa membrane, la distance entre la VCL et les triades.

Les moyennes des valeurs obtenues par le test ANOVA sont représentées dans le (Tableau

V1) et sous formes graphiques (Figure 16, 17, 18, 19, 20, 21).

Tableau VI : Moyennes des mesures de différents paramétres morphométriques des lobules

hépatiques (M+SEM)

Dose Témoins Lambda LCT + Vitamine C
Parametr cyhalothrine
Taille de Noyaux 63,06 £ 0.61 68,50 +1,13 61,32 +1,2
(pm)
Taille de Cytoplasme 173,55+ 2,32 194,23 + 7,25 134,15 + 3,48
(npm)
Rapport Nucleo/ 0,36 + 0,01 0,36 + 0,01 0,45 + 0,01
Cytoplasmique
Diamétre (um) 122,87 + 9,05 72,46 +7.70 1840,61 + 72,31
VCL
Distance (um) 644,62 + 27,69 601,76 + 28,61 485,09 + 18,22
(VCL — TRIADE)
Epaisseur de la 28,34 £ 0,31 31,87+ 0,83 77,95+ 4,51
membrane VCL
(npm)

——
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a) Taille des noyaux

Comparativement au groupe témoin, les résultats illustrés dans la figure 28 montrent une
légere diminution de la taille des noyaux chez le lot traité par la LTC de I’ordre de 2,83%.
Cependant on remarque une augmentation significative (p < 0,05) de la taille des noyaux des
hépatocytes des lapines traitées par LCT et supplémentées par la vitamine C de I’ordre de
8,62% (Figure 16 et Tableau VI).
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Figure 15 : Variation de la taille des noyaux chez les différents lots. Groupe
témoin ; LCT : Groupe traité par LCT ; LCT+VITC : Groupe Co-administré par
LCT et la vitamine C.
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b) Taille du cytoplasme

Concernant la taille du cytoplasme des hépatocytes, aprés traitement par LCT nous
constatons une diminution hautement significative (p < 0,05) de I’ordre de 29,37%0 par rapport
au témoin ; tandis que nous notons une légere augmentation significative (p < 0,05) de I’ordre
de 11.91 % pour le lot LCT+VITC (Figure 17 et Tableau VI).
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Figure 16 : Variation de la taille de cytoplasme chez les différents lots. Groupe
témoin ; LCT : Groupe traité par LCT ; LCT+VITC : Groupe co-administré par LCT

et la vitamine C
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c) Rapport nucléo- cytoplasmique

Les histogrammes illustrés dans la figure 30 montrent une augmentation significative
(p < 0,05) du diametre entre le noyau et le cytoplasme chez le lot traité par la LTC par rapport

au témoin. Cette augmentation est de 1’ordre de 25% (Figure 18 et Tableau VI).
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Figure 17 : Variation de rapport nucléo-cytoplasmique chez les différents lots.
Groupe témoin ; LCT : Groupe traité par LCT ; LCT+VITC : Groupe Co-administré
par LCT et la vitamine C.
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d) Epaisseur de la membrane de la veine centro-lobulaire

L’épaisseur de la VCL chez le lot traité par la LCT ainsi que celle du groupe co-administré
LCT + VITC ont relativement augmentés par rapport au témoin, mais cette augmentation est
presque 2 fois plus accentuée dans le groupe traité par LCT donc hautement significative (p <
0,05) (Figure 19 et Tableau V1).

90

80 t

70 t

60

50

40

30t

EPAISSEUR MB VCL/GX40

20

10

TEMOIN LCT+VITC LCT
DOSE

Figure 18 : Variation de 1’épaisseur de la VCL chez les différents lots. Groupe
témoin ; LCT : Groupe traité par LCT ; LCT+VITC : Groupe Co-administré par
LCT et la vitamine C
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e) Diamétre de la veine centro-lobulaire

Les résultats morphométriques montrent que le traitement par LCT induit une importante
augmentation significative (p < 0,05) du diameétre de la VCL environ 11 fois comparativement
au groupe témoin

Concernant le groupe Co-administré par les vits C et par LCT, une diminution de ce

parametre est constatée par rapport au témoin (Figure 20 et Tableau VI).
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Figure 19 : Variation de diametre de la VCL chez les différents lots. Groupe
témoin ; LCT : Groupe traité par LCT ; LCT+VITC : Groupe Co-administré par
LCT et la vitamine C
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f) Distance entre la veine centro-lobulaire et les triades

Nous remarquons une diminution de 1’espace entre la VCL et la triade pour les deux groupes

traités par LCT et co-administré LCT + VITC par rapport au groupe témoin

Cet espace a significativement diminué (p < 0,05) avec un ordre de 32,88 % apres

I’exposition a notre insecticide comparativement au groupe témoin (Figure 21 et Tableau VI).
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Figure 20 : Variation de I’espace entre la VCL et la triade chez les différents lots.
Groupe témoin ; LCT : Groupe traité par LCT ; LCT+VITC : Groupe Co-administré
par LCT et la vitamine C
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Les résultats morphométriques viennent de confirmer nos résultats histopathologiques, qui
montrent une réduction significative du diamétre des noyaux et des cytoplasmes des
hépatocytes chez le lot traité par LCT en comparaison avec le témoin, ce qui se traduit par une
dégénérescence hépatocytaire et nucléaire suite a I’exposition subaigu€ a I’insecticide

(Watanabe et al., 1983 ; Fabre et Patriarche, 1995).

Le rapport nucléo cytoplasmique affirme ces précédent résultats, dont la valeur chez les
lapines traitées par la LTC (0,45 £ 0,01) est supérieure a celle obtenue chez le témoin
(0, 36 £ 0,01).

Le diametre de la veine centro-lobulaire ainsi que 1’épaisseur de sa membrane ont
relativement augmentés chez le lot traité par rapport au groupe témoin, confirmant ainsi
I’importante dilatation de la VCL et 1’épaississement de sa membrane.

Concernant la distance entre la veine centrolobulaire et les triades nous constatons une
réduction significative au niveau des lobules hépatiques des sujets traitées par LCT, ceci est
probablement due a une dégénérescence hépatocytaire (Watanabe et al., 1983).

Donc on constate une relation inversement proportionnelle du diametre de la veine
centrolobulaire et de la longueur des travées hépatocytaires ¢’est-a-dire plus la VCL est dilaté
et son diameétre augmente, plus la distance entre cette derniére et le systeme porte diminue. Ces
résultats corroborent avec ceux de Mamun et al. (2014) qui ont observés une dilatation des
veines centrolobulaires chez les rats traités par LCT.

L’examen microscopique a montré que les Iésions pathologiques induites par la LCT ont été
remarquablement réduites suite a la supplémentation de la vitamine C. Ceci est affirmé par la
diminution du diamétre de la VCL, I’épaisseur de sa membrane et I’augmentation de la distance
entre la VCL et la triade, comparativement au groupe traité par la LCT uniquement. Nos
résultats sont en faveur d’une hyperplasie régénératrice réparatrice hépatocytaire
(Columbano et Shinozuka, 1996). Ceci se confirme aussi par le rapport nucléo cytoplasmique
nettement inférieur chez les lapines supplémentées par la vitamine C en comparaison avec les
traitées par la LCT.

Fetoui et al. (2009) suggérent que la co-administration de la LCT avec la vitamine C
prévient les dommages causés par les radicaux libres et maintient le bon fonctionnement du
systéme pro-oxydant, antioxydant. De ce fait, la co-administration de la vitamine C atténue
I’effet hépatotoxique de la LCT. Ce qui explique la nette amélioration de 1’architecture lobulaire

observé.
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1.3. Etude immunohistochimique

Dans notre étude, nous avons évalué I’expression de deux biomarqueurs au niveau hépatique
chez la lapine traitée par LCT et témoin : la protéine Ki67, un marqueur de prolifération et

L’alpha-foetoprotéine (AFP) marqueur moléculaire de régénération.

1.3.1. L’expression du Ki67 dans le foie

La coloration immunohistochimique Ki67 (IHC) est une technique ou des anticorps sont
utilisés pour identifier un antigéne ciblé dans un tissu. L'échantillon de tissu est coloré avec la
Diaminobenzidine (DAB) et contre-coloré avec de I'nématoxyline (H). En conséquence, les
cellules Ki67 immunopositives apparaitront avec une coloration nucléaire et/ ou cytoplasmique
brune granuleuse, tandis que Les cellules Ki67 immunonégatives apparaissent en bleu
(Dzulkifli et al., 2021).

e Expression hépatique du Ki67 chez la lapine témoin

Une faible activité proliférative dans les hépatocytes est détectable chez le t¢émoin d’ou Notre
observation microscopique révele un marquage légérement positive de la Ki67 (Planche 10).
ce résultat pourrait étre expliqué par I’activité basal de régénération des hépatocytes (Kim et
al., 2019).

e Expression du Ki67 dans le foie la lapine traitée par LCT

Chez la lapine traitée par LCT, nous avons remarqué que 1’administration de LTC a
provoqué une surexpression nucléaire et cytoplasmique de la protéine Ki67 dans le parenchyme
hépatocytaire comparativement au témoin (Planche 11), ceci pourrait étre expliqué par
l'agressivité de 1’insecticide et les dommages oxydatifs causé par les radicaux libres générés

(De Jong et al., 1998 ; Nithyananthan et Thirunavukkarasu, 2020).

Ceci est en accord avec une autre étude sur les altérations hépatiques et rénales induites par

la toxicité du malathion (Baiomy et al., 2015) .
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e Expression du Ki67 dans le foie de la lapine traitée par le LCT et supplémenté par la

vitamine C

Nos résultats immunohistochimiques montrent que la supplémentation de la vitamine C avec
I’insecticide a diminué I’expression de la Ki67 qui est devenue presque similaire a celle du
témoin (Planche 12). Cette expression est probablement due a la réduction de 1’accumulation

des radicaux libres et I’effet de la vitamine C dans I’amélioration et de la régénération hépatique

(Benzekka et al., 2021).

L’expression du Ki67 n'est pas forcement associée aux caractéristiques clinico-
pathologiques du carcinome hépatique primaire/métastatique ; elle peut étre un signe du

mécanisme de régéneration hépatocytaires (Nithyananthan et Thirunavukkarasu, 2020).

Plusieurs études ont montré que 1’utilisation de marqueurs multiples au lieu d'un marqueur
unique (Ki-67) pourrait également étre tentée, pour une meilleure estimation des hépatocytes

en régénération (Jose et al., 2021).

Van der Loos et al. (2013) avaient congu une approche immunohistochimique multicolore
pour améliorer la quantification des cellules Ki67 positives en différenciant les hépatocytes
Ki67 positifs et les cellules non parenchymateuses (leucocytes) dans le tissu hépatique du lapin

en utilisant trois types de coloration IHC différents.
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Planche 10 : Expression immunohistochimique de Ki67 dans le parenchyme hépatique
chez le témoin (A) : Gr x10 ; (B) : Gr x 40.

Légende : VCL : Veine Centro- lobulaire ; La fleche rouge : une expression Ki67 positive
/bleue : une expression Ki67 négative.
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Planche 11 : Expression immunohistochimique de Ki67 dans le parenchyme hépatique

chez des lapines traités par LCT. (A) : Gr x10 ; (B) : Gr x 40.
Légende : N : noyaux ; Les fleches : pointent vers une expression nucléaire et

cytoplasmique positive.
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Planche 12 : Expression immunohistochimique de Ki67 dans le parenchyme hépatique chez
des lapines traités par LCT et supplémentés par la vitamine C. (A) : Gr x10 et (B) : Gr x 40.
Légende : EP : espace porte ; VCL : Veine Centro- lobulaire.
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1.3.2. L’expression du AFP dans le foie

L'AFP est la protéine plasmatique la plus abondante pendant la période de développement
embryonnaire, la production d’AFP diminue rapidement et son expression est maintenue a un
niveau bas tout au long de la vie chez 1’adulte. Cependant une expression anormale de 1’ AFP
peut étre reprise dans certaines conditions physiopathologiques, telles que la régénération du
foie apres une exposition a un xénobiotique ou la transformation des cellules cancéreuses
malignes pour son réle dans la régulation de la prolifération cellulaire, de la migration, de
I'apoptose et de I'échappement immunitaire (Tomasi, 1977 ; Roncero et al., 1998 ; Kuhlmann
et Peschke, 2006 ; Lin et al., 2021).

e Expression de ’AFP dans le foie des lapins témoins

L’observation microscopique révele un faible signal immunohistochimique de I’AFP au
niveau du parenchyme hépatique chez les lapines témoins (Planche 13), résulte d’un
phénomeéne de prolifération intrinséque des hépatocytes mature. Une différenciation a partir de
cellules précurseurs n’est pas a exclure, mais reste sans doute quantitativement peu importante

en conditions homéostatiques (Lemaigre, 2012).
e Expression de ’AFP dans le foie des lapines traitées par LCT

L’observation a faible grossissement montre une expression positive de 1I’AFP au niveau de
I’artére hépatique et des hépatocytes qui se traduit par sa présence dans le sang suite a sa

production irréguliére dans le foie chez les lapines traitées par 1’insecticide seul.

Au fort grossissement, on remarque un immunomarquage positif au niveau membranaire et
cytoplasmique voir méme nucléaire des hépatocytes (Planche 14). Ces résultats peuvent étre
expliqués par 1’activité régénératrice des hépatocytes qui s’avére un signe de compensation
tissulaire basale manifesté par le foie apres une dégénérescence hépatocytaire suite a la toxicité
subaigte par la LTC (Ho et al., 2009 ; Jiao et al., 2021 ; El issaoui, 2022).

Marzinke et Dufour, (2020) ont montré qu’une augmentation de I'expression de I'AFP aprés
une nécrose hépatique est considérée comme indicative d'une régénération ou d'une

prolifération hépatique.
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e Expression de ’AFP dans le foie des lapines traitées par le LCT et supplémentées

par la vitamine C

L’observation a faible grossissement montre une expression positif de AFP autour la VCL
ceci révele ’activité régénératrice du foie dii @ un mécanisme d'atténuation de I'apoptose exercé
par la vitamine C et son effet dans la promotion de prolifération cellulaire via son pouvoir
antioxydant puissant protégeant et stimulant les hépatocytes a se régénérer suite aux dommages

tissulaires causés par la LCT (Pouliquen, 2022).

Une expression négative dans la plupart des hépatocytes du parenchyme a été notée, ceci est
dd a la réparation hépatique et 1’effet protecteur exercés par la supplémentation de la vitamine

C et sa capacité a réduire le stress oxydatif induit par le LCT.

Au fort grossissement, on observe une expression négative de I’AFP au niveau
cytoplasmique des hépatocytes tandis que un faible marquage positif au niveau membranaire

des hépatocytes a été observé (Planche 15).

Peu d’études immunohistochimique d’expresssion de AFP ont été menées sur 1’effet
amélioratif de la co-administration de la vitamines C en particulier, ce qui limite notre

discussion.
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Planche 13 : Expression immunohistochimique de I’AFP dans le parenchyme hépatique

chez le témoin. (A) : Gr x10 ; (B) : Gr x 40.
Légende : EP : espace porte ; VCL : Veine Centro- lobulaire ; Les fleches pointent vers

une expression AFP nucléaire et cytoplasmique positive.
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Planche 14 : Expression immunohistochimique de I’AFP dans le parenchymehépatique
chez des lapines traités par LCT. (A) : Gr x10 ; (B) : Gr x 40.
Légende : VCL : Veine Centro- lobulaire ; Les fleches : pointent vers une expression AFP

nucléaire et cytoplasmique positive ; AH : Artere hépatique.
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Conclusion et perspectives

Les pesticides continueront de faire partie de la vie humaine et de I'environnement afin
d'augmenter la production agricole. Cependant, leur utilisation a atteint un rythme alarmant
en raison d'un certain nombre d'effets néfastes sur les organismes non ciblées Malgré les
efforts déployés pour développer des produits phytosanitaires alternatifs. Dont
I'amélioration de la qualité nutritionnelle par une production alimentaire plus efficace et

respectueuse de I'environnement sera clairement un défi pour les années a venir.

En se référant a la littérature et a nos résultats, nous pouvons conclure que « lambda
cyhalothrine » est un puissant insecticide pyréthrinoides qui altere I'architecture histologique
du foie induisant des changements cytotoxiques en particulier a dose élevée et pendant la
période d'exposition (subaigué) ; Ainsi que ’effet protecteur de la supplémentation de la
vitamine C a réduire les impacts deléteres provoqués par la LCT ainsi de rétablis 1’état
normale des différentes structures hépatiques par ses propriétés thérapeutiques

antioxydantes.

A la lumiére de cette étude, il est recommandé d'appliquer la lambda-cyhalothrine avec
prudence vu qu’elle représente un réel danger pour I’homme lorsqu’elle n’est pas utilisée

dans des conditions appropriées.

La corrélation entre les données histomorphométrique est immunohistochimique confirme

I’impact néfaste de LCT sur le foie chez la lapine.
Dans le cadre des perspectives il s’avére intéressant :

e D’étudier la toxicité chronique de I’insecticide pour mettre en évidence les a long terme.

e D’étudier Ieffet toxique de lambda cyhalothrine sur d’autres fonctions notamment le

systeme endocrinien, hématologique.et le systeme nerveux centrale.

e De Tester d’autres vitamines (vitamine A et E) et d’autres molécules telles que le

sélénium ou les polyphénols impliquées dans I’effet protecteur, améliorant, ou curatif.

e D’explorer les marqueurs de stress oxydatif tel que le super oxyde dismutase, le
glutathions transférase et réductase et la catalase. pour avancer vers une meilleure

connaissance des mécanismes moléculaires intervenant dans les altérations observés.

e D’évaluer I’expression d’autres anticorps comme la P53, Bcl2, Bax, CK et les caspases.

e De réaliser une étude in silico (bioinformatique).
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Annexe | : Matériel non biologique et appareillages

Trousse a dissection Flacon

Eosine Xyléne

Paraffine
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Moule en métal utilisé dans ’enrobage Station d’enrobage a la paraffine

Microtome Crayon diamant

Porte lames Plaque chauffante
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Lame coloré Réactif de réticuline

Kitt d’immunohistochimie

Automate d’immunomarquage Automate de circulation
(VENTANA :BenchMark ULTRA)
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Microscope photonique(Leica)
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ANNEXE Il : Tableau des réactifs de la coloration de la réticuline
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Réactifs
Solution de permanganate de potassium
Tampon acide d'activation
Acide oxalique en solution
Sulfate d'ammonium et de fer en solution
Solution ammoniacale
Aldéhyde formique en solution
Chlorure d'or en solution

Hyposulfite de sodium en solution



