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RESUME

L’étude de la toxicité des insecticides synthétiques et naturels chez les espéces non
cible a fait I’objet de plusieurs travaux scientifiques. L’objectif de cette étude est d’évaluer
I’effet de I’acétamipride, insecticide synthétique, et le spinosad, bio-insecticide sur le profil
oxydatif, administrés pendant 18 jours par voie orale a raison de 9,2 mg/kg/j chez des
souris femelle adultes. Le travail cible I’évolution pondérale, le taux plasmatiques de la
vitamine C et du malondialdéhyde et le pouvoir antioxydant total du plasma.

Le suivi de 1’évolution pondérale des souris témoins et traitées par 1’acétamipride
et le spinosad montre des changements non significatifs du poids corporel. L’exploration
des marqueurs du stress oxydant montre une perturbation de la balance
oxydante/antioxydante, représentée par une diminution non significative des taux
plasmatiques de la vitamine C et une augmentation non significative du pouvoir
antioxydant total du plasma chez les souris traitées. Par contre, une augmentation
significative du taux plasmatique de malondialdéhyde est marquée chez les souris traitées
par le spinosad.

A la lumiére des résultats obtenu, nous conclurons que 1’exposition a
I’acétamipride et au spinosad a perturbé la balance oxydante/antioxydante qui peut étre
considéré comme un signe de toxicité chez les souris femelles.

Mots clés : Acétamipride ; Spinosad ; Toxicité ; Stress oxydatif ; Souris femelles.



ABSTRACT

Toxicity’s study of synthetic and natural insecticides in non-target species has been
the subject of several scientific studies. The objective of this work was to evaluate the
short-term effect of acetamiprid, a synthetic insecticide and spinosad witch is a bio-
insecticide on the oxydatif profile, administered orally for 18 days at a rate of 9,2 mg/ kg in
adult female mice. The work targets weight changes, plasma levels of vitamin C and
malondialdehyde and the total antioxidant capacity of plasma.

Monitoring the weight’s evolution of control and treated mice with acetamiprid and
spinosad showed non-significant changes in body weight. The exploration of the oxidative
stress biomarkers shows a disturb of the oxidative / antioxidant balance, represented by a
non-significant decrease in plasma vitamin C level’s and a non-significant increase in the
total antioxidant capacity of the plasma in treated mice. In the other hand, a significant
increase in the plasma level of malondialdehydes was marked in mice treated with
spinosad.

In light of this results, we conclude that the exposure to acetamiprid and spinosad
disrupted the oxidative / antioxidant balance, which may be considered as a sign of
toxicity.

Key words : Acetamiprid ; Spinosad ; Toxicity ; Oxidative stress; Female mice.
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LISTE DES ABREVIATIONS

ACE : acétamipride.

AGE : Advanced Glycation end Products.
AOPP : Advanced Oxidation Protein Products.
ddl : degré de liberté.

DL50 : Dose létale 50.

EDTA : ethylene diamine tetra-acétique.
E.F.S.A : European Food Safety Authority.

ERO : espéces réactives de 1’oxygene/azoté.

ESR : Résonance de Spin Electronique

Fobs : Valeur de Ficher observée.

GABA : récepteur de lI'acide gamma-amino butyrique.
H,0; : peroxyde d’hydrogéne.

HOCI : Acide hypochlorique.

I.P.P.U.A : Index des Produits Phytosanitaires a Usage Agricole.
L.D.H : Lactate Deshydrogénase.

M.A : Matiére Active.

NAChHR : récepteur nicotinique de 1’acétylcholine.
N.M.R.I. : Naval Medical Research Institute.

NO3": peroxynitrite.

OH’ : radical hydroxyle.

O.R.A.C. : pouvoir antioxydant total du plasma ( Oxygen-Radical Absorbance Capacity).


http://www.doctissimo.fr/html/sante/analyses/ana_enzymes04.htm

2. .
O™ ' anion superoxyde.

ROQ’ : radical peroxyle.

P.C.C. : Protein Carbonyl Content.

S.E.R.A. : Syracuse Environmental Research Associates.
SPD : spinosad.

S.P.S.S : Statistic Package for the Social Science.

TBA : thiobarbiturique.

TCA : trichloroacétique.

tons - Valeur de « t » observée.

tw : Valeur de « t » théorique.

US-EPA: United States Environmental Protection Agency.

USEPA/OPP/HED : United States Environmental Protection Agency/Office of Pesticide
Programs/Health Effects Division.

4-HNE : 4-hydroxy-nonénal.

8-OHG : 8-hydroxyguanosine.



GLOSSAIRE

Anxiété : état émotionnel de tension nerveuse, de peur fort et souvent chronique (Jeuge-
Maynart et al., 2010).

Chromodacryorrhée : est la sécrétion de « larmes sanglantes » de la glande harderienne

qui circonscrit presque 1'ceil dans I'orbite osseuse (Clement, 1994).

Coefficient de partition octanol-eau (Kow) : Indicateur des propréités hydrophobes des

composées organiques et des pesticides en particulier (Calvet et al., 2005).

Constante de Henry : rapport de la valeur de la concentration en solution aqueuse d’une
matiere sur la valeur de la pression partielle de son gaz au-dessus de cette solution
(Mesplede, 2005).

Lixiviation : dissolution des mateires solubles d’un mélange a I’aide de solvants

appropriés (Jeuge-Maynart et al., 2010).

Macrolide : Toute classe d'antibiotiques contenant un macrocycle lactone (dans Oxford

Dictionaries).

Polycétide : composé organique dans lequel les groupes carbonyle alternent avec des
atomes de carbone simples dans une chaine, donc: -CO-C-CO-C-. (dans Oxford

Dictionaries).
Résiduelle : Qui est de la nature des résidus ou qui constitue un résidu (1.P.P.U.A., 2015).

Ruissellement : le fait de ruisseler ecoulement rapide des eaux pluviales sur les pentes des

terrains (Jeuge-Maynart et al., 2010).

Systémique : qualifie une substance capable, aprés pénétration dans la plante, de migrer a
I’intérieur de celle-ci. On parle de systémie ascendante lorsque la substance migre dans la
séve élaborée. Une substance qui cumule les deux systémies est qualifiée d’ambimobile
(I.P.P.U.A., 2015).

Translaminaire : qualifie une substance capable de pénétrer dans la plante et de diffuser a

travers plusieurs couches de cellules d’un méme organe (I.P.P.U.A., 2015).


https://en.oxforddictionaries.com/definition/polyketide
https://en.oxforddictionaries.com/definition/polyketide
https://en.oxforddictionaries.com/definition/polyketide
https://en.oxforddictionaries.com/definition/polyketide
https://www.larousse.fr/dictionnaires/francais/r%C3%A9sidu/68607
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INTRODUCTION

Les produits phytosanitaires, qu’ils soient naturels ou de synthese, sont utilisés
pour augmenter le rendement agricole (Bodereau, 2011 ; Wu, 2017) et protéger les
plantes et les humains de diverses maladies (Nicolopoulou et al., 2016). Ces produits sont
biologiquement actifs et donc intentionnellement toxiques pour les organismes cibles. Du
fait de leur dangerosité intrinseque, le contact inopiné de ces substances avec des cibles
non désignées risque d’entrainer des troubles graves pour ces derniéres. L’homme
constitue I'une de ces cibles involontaires du fait qu’il est I’applicateur de ces substances
mais aussi, consommateur de ressources alimentaires contaminées par des résidus
(Multigner, 2005 ; Mondal et al., 2012).

Les insecticides néonicotinoides représentent un groupe d’insecticides synthétiques
qui s’est rapidement imposé comme un des plus insecticides utilisés a travers le monde
(Thany, 2010). lls activent sélectivement sur les récepteurs nicotiniques de I'acétylcholine
(nAChRs), cette activation des nAChRs se traduit souvent par une augmentation de Ca2+
intracellulaire, tandis que leur sur-activation génére un blocage engendrant une paralysie
mortelle chez les insectes (Zoumenou et al., 2015). L’acétamipride (ACE), insecticide
néonicotinoide le plus utilisés en Algérie, est actuellement mis sur le marché algérien sous
plusieurs marques et majore les ventes des néonicotinoides dont le rapport cout / efficacité

joue un réle important pour le choix des agriculteurs.

Les bio-insecticides sont des organismes vivants ou produits naturels dérivés de
ces organismes, qui sont utilisé pour contrbler les populations de ravageurs et diverses
maladies liées aux plantes (Loudhaief, 2016). Le spinosad (SPD), un bio-insecticide
nouvellement homologués en Algérie, est utilisé comme une alternative naturelle aux
pesticides classiques, de fait de leur forte efficacité (Amaral et al., 2012 ; Belhaouchet,
2014).

Cependant, Plusieurs études ont prouvé que ces produits, synthétique ou naturels,
ont des effets nocifs sur les organismes non ciblés (Mondal et al., 2012). Sachant que seule
une petite partie des doses appliquées atteint la cible (<1%), tandis que la majeure partie

(plus de 99%) est répartie dans 1’environnement (Jayaraj et al., 2016; Wilson, 2010).




Dans 1’objectif de comparer les effets toxiques des insecticides naturels et
synthétiques. Nous nous sommes intéressées a la recherche de la toxicité a court terme de
I’ACE, insecticide synthétique, et de SPD, bio-insecticide, administré par voie orale a

raison d’une faible dose chez des souris femelles adultes.

Notre travail comporte trois chapitres. Dans le premier, nous rapportons des
rappels bibliographiques sur les deux insecticides et le stress oxydants. Dans la deuxiéme
partie nous décrivons le matériel et les techniques utilisés. Les résultats obtenus sont
rapportés et discutés dans la troisieme partie et a la fin on terminera par une conclusion et

des perspectives.




CHAPITRE | :
DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES



Chapitre I Données bibliographiques

I.1. GENERALITES SUR L’INSECTICIDE « ACETAMIPRIDE »

L'acétamipride est un insecticide néonicotinoide largement utilise contre les
ravageurs des cultures (Bass et al., 2015). Il est important dans la protection globale des
cultures en raison de son large spectre d’efficacité, de sa systémie, de son action

translaminaire, de son activité résiduelle et de son mode d’action unique (Hebert, 2012).
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Figure 1 : Structure chimique de ’acétamipride (Wallace, 2014).

1.1.1. Caractéristiques physico-chimiques et mode d’action

L’acétamipride ou (E)-N 1 -[(6-chloro- 3-pyridyl)methyl]-N 2 -cyano-N 1 —methyl
(Figure 1) est soluble dans I’eau et dans les solvants organiques mais n’est pas volatile
selon ses propriétés physicochimiques (Tableau I). Son potentiel de bioaccumulation est
réduit. Il n’est pas persistant dans le sol et est stable & pH compris entre 4 et 7 (Zoumenou

etal., 2015).

L’ACE peut étre considéré comme un agoniste sélectif des récepteurs nicotiniques
de P’acétylcholine (NAChR) (Casida et Durkin, 2013). Il inhibe irréversiblement
I’acétylcholinestérase laissant une concentration élevée de 1’acétylcholine dans la fente
synaptique (Sheets, 2010 ; Testud, 2014). Par conséquence, des paralysies et un
épuisement de I'énergie cellulaire sont produites (Tomizawa et Casida, 2011).




Chapitre I Données bibliographiques

Tableau I : Propriétés physicochimiques de I’acétamipride.

Parametres Propriétés

Etat physique et couleur Solide ou Poudre de couleur blanc cassé

Odeur Inodore

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

Structure chimique
N 2 -cyano-N 1-methyl

Formule moléculaire C10 H11CiN4
masse molaire moléculaire (g/mol) 222,68 g/mol
Point d’ébullition (°C) 98.9 °C
Solubilité dans I’eau mg/L (distille€) 4,25 x 10° mg/L & 25 °C
pH 5 3,48 x 10° mg/L & 25 °C
pH 7 2,95 x 10° mg/L & 25 °C
pH 9 3,96 x 10° mg/L & 25 °C
Pression de vapeur (mm Hg) 1x10°®
Kow = 6,27

Coefficient de partition octanol-eau
Log Kow=0,8a20°C

pKa 0,7a25°C

Constante d’Henry 53X 10

Constante de dissociation pKa: 0,7 at 25 °C

Stabilité Hydrolitique DT50
pH 4
pH5etpH7
pH 9

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

(US-EPA, 2002 ; Zoumenou et al., 2015)

1.1.2. Domaine d’application

L’ ACE est largement utilisé en floriculture, sur les Ilégumes a feuilles, les culture de
choux, les agrumes, les plantes ornementales et les légumes-fruits (Genersch et al., 2010).
Il est utilisé également sur les produits agricoles comme le tabac, la pomme de terre, le

coton, la tomate et les noix dans de nombreux pays (Bass et al., 2015).

4



Chapitre I Données bibliographiques

Il agit sur une vaste gamme d'insectes nuisibles, par exemple les pucerons, les
mouches blanches, les aleurodes et les cochenilles des hémiptéres, les thrips des

thysanopteres, la fausse-teigne des cruciféres, les mineuses des feuilles et les mites des

fruits chez les Iépidopteres (figure 2) (Yamada et al., 1999).

Figure 2 : Insectes cibles de I’acétamipride.

(a) : Colonie de pucerons du niébé (Aphis craccivora) sur Robinia, (b) : Cochenille des
agrumes (Planococcus citri), (c) : Mouches blanches (Bemisa tabaci), (d) Thrips des fleurs de
I'Ouest, (e) : papillon mineur des feuilles (Phyllocnistis citrella) sur les agrumes, (f) : la Teigne

des choux (Plutella xylostella) (Loughlin, 2012).




Chapitre I Données bibliographiques

1.1.3. Voies d’exposition

La pénétration digestive est la majeure voie de contamination par I’ACE. Aussi, la
voie percutanée est prédominante en milieu professionnel agricole par ce pesticide (Testud,
2014 ; Terayama et al., 2016).

Sur des modeles animaux, les études toxicologiques ont montré que la voie
d’exposition dermique a I’ACE est extrémement faible (Di Prisco, 2013) alors que la voie

respiratoire reste négligeable (David et al., 2007 ).

1.1.4. Toxicocinétique

L’acétamipride est rapidement et largement absorbé aprés I'administration orale,
montrant les concentrations les plus élevées dans les glandes surrénales, la thyroide, le foie
et les reins avec absence du potentiel d'accumulation (EFSA, 2016). Avant d’étre excrété
dans les feces et I'urine, I'ACE est métabolisé par les enzymes du cytochrome P450 du foie
(Terayama et al., 2016) dont la principale voie de métabolisation est la N-déméthylation
(Simon-Delso et al., 2015). Le métabolisme de I’acétamipride est similaire chez les plantes

et les mammifeéres et est divisé en deux phases :

- Le métabolisme de la phase | qui est largement dépendant du cytochrome
P450. 1l comprend des réactions telles que la déméthylation, la réduction du
groupement nitro et 1’hydrolyse du groupement cyano (Dick et al., 2005;
Casida, 2011). Les métabolites de la phase | ont été trouvés chez les petits

mammiferes et les plantes (Chen et al., 2005; Casida, 2011).

- Le métabolisme de phase Il est principalement responsable de la formation de
conjugués, qui différent entre les plantes et les animaux (Ford et Casida, 2008;
Casida, 2011).

Chez les insectes, I'acétamipride subit une biotransformation rapide, qui indique
une activité métabolique élevée. 1l est métabolisé en IM-2-1, IM-1-3, IM-1-4, IM-0, I1C-0
et deux meétabolites inconnus. Le métabolite principal dans le sol est IM-1-4 et les
métabolites secondaires comprennent I’ACE-urea et le 6-CNA (Tableau II, annexe 1)
(Simon-Delso et al., 2015).




Chapitre I Données bibliographiques

1.1.5. Toxicité

L’ACE comme les autres insecticides peuvent avoir des effets nocifs sur les

organismes non ciblés (Camlica et al., 2018).

1.1.5.1. Toxicité environnementale

L'acétamipride présente une tres courte demi-vie dans le sol 31-450 jours (Goulson,
2013). Il est rapidement dégradé par le métabolisme aérobique (Wallace, 2014). De plus,
I'ACE étant hautement soluble dans I'eau, il y a un risque éleve de lixiviation du composé

dans le sol ou de ruissellement dans les eaux de surface (Sun et al., 2017).

En raison de sa dégradation rapide I'ACE ne persiste pas dans I'environnement, par
contre, ses métabolites présentent un plus grand risque pour Il'environnement (Wallace,
2014).

1.1.5.2. Toxicité animale et humaine

a- La toxicité aigué

Des études sur la toxicité aiglie de I’acétamipride ont montré qu’il est 1égérement
toxique par inhalation et faiblement toxique suivant une administration dermique. Il
provoque peu ou pas d'irritation des yeux ou de la peau. Certains métabolites d’ACE

présentent une plus grande toxicité que I’ ACE lui-méme (Wallace, 2014).

Chez I’humain, les principaux symptémes de I'empoisonnement par ingestion de
I'ACE sont des nausées séveres, des vomissements, une faiblesse musculaire, une

hypothermie et des convulsions (Todani et al., 2008).
b- Toxicité subchronique et chronique

Plusieurs travaux ont montré que I’administration chronique de I’ACE engendre des
effets destructifs (Pisa et al., 2015). Le bureau des programmes de pesticides (US-EPA,
2002) classe I’ACE comme un "Peu probable” cancérogene pour I'Homme. Mais plusieurs
travaux ont montré que 1’administration chronique de cet insecticide engendre des effets

destructifs (Pisa et al., 2015):
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- Hématotoxicité

Singh et al. (2012) ont montré chez des souris males exposées a I’ACE une
diminution significative du profil hématologique global. Alors que chez les rats L’ACE
diminue le taux des globules rouges, de I’hémoglobine, de I’Hématocrite (Chakroun et al.,
2016), de la glycémie, du cholestérol et des lipides de faible densité (Mondal et al., 2014a).
par contre I’ACE fait augmenter les concentrations de calcium, de phosphore, de sodium,
de potassium, de chlorure, de zinc, de cuivre, de fer et de cobalt dans le plasma des rats
intoxiqués (Mondal et al., 2014b).

- Immunotoxicité

Les données étudiant I'immunotoxicité potentielle de I’ACE sont rares. Devan et
al., (2015) ont conclu que le traitement subchronique des rats Wistar par I’ACE réduisait
significativement la prolifération lymphocytaire a I'égard des mitogenes des cellules B, ce
qui pourrait contribuer a l'immunosuppression. Il est aussi prouvé que I’ACE induit une
immunotoxicité chez les souris males, qui est présentée par des altérations dans la rate et
révélatrices d'une destruction tissulaire, d'une lésion et une déplétion des lymphocytes de
la rate dans la gaine lymphoide péri-artériolaire et dans la zone marginale de la pulpe
blanche (Marzouki et al., 2017).

- Effets sur la fonction reproductrice

La toxicité de I'ACE sur la reproduction a été démontrée chez des souris males ou
elle a induit une altération du systeme reproducteur suite a un effet au niveau du poids des
testicules, de I’épididyme, des vésicules séminales, de la prostate, de la quantité de sperme,
du taux de testostérone, de la viabilité et de la motilité des spermatozoides avec la présence
d’anomalies au niveau des mitochondries et du réticulum endoplasmique dans les cellules
de Leydig ( Zhang et al., 2011).

- Neurotoxicité

Kimura-Kuroda et al. (2012) ont étudié l'effet de I'ACE sur les neurones
cérébelleux de rats nouveau-neés et ont découvert que I'ACE avait des effets excitateurs sur
les NAChR des mammiferes. Sano et al. (2016) ont suggéré que l'exposition in utero et
pendant la période de lactation peut provoquer une anxiété et influencer le comportement

lié a la vie sociale chez les souris males.




Chapitre I Données bibliographiques

1.2. GENERALITES SUR LE BIO-INSECTICIDE « SPINOSAD »

Le spinosad membre de la famille des spinosynes, est caractérisées par un
macrolide tétracyclique dérivé de polycétide auquel sont ajoutés deux saccharides, est un
mélange de spinosyne A et D (Kirst, 2010). Le SPD (figure 3) est composé
majoritairement de spinosyne A (Aboul-Enein et al., 2012). Il est issu de la fermentation
aérobie d’une actinobacterié du sol, Saccharopolyspora spinosa (Dos Santos Dias et al.,
2017; De Amicis et al., 2017).

_,-"r R
(CHalN — L7

CH,CH, ©

(1) Spinosyn A (R = H)
(2) Spinosyn D (R = CH3)

Figure 3 : Structure chimique de spinosad (Kirst, 2010).

1.2.1. Spectre d’activité

Le spinosad montre une activité insecticide puissante contre de nombreuses
ravageurs qui causent des dommages importants aux cultures et autres plantes (Kirst,
2010). Il est utilisé principalement dans les cultures de coton, de pommes de terre, de
plantes a fruits et de tabac et dans la culture de légumineuses. Il montre une efficacité
significative contre les organismes cibles méme a de faibles concentrations (Amaral et al.,
2012). En Algérie, le spinosad est utilisé contre des insectes prédateurs comme les
noctuelles, les mineuses, les thrips des cultures maraichéres et cucurbitacées, la mouche

méditerranéenne des agrumes et contre la mouche des oliviers (1.P.P.U.A., 2015).

Le spinosad est utilisé comme une alternative naturelle aux pesticides classiques, de
fait de sa forte efficacité (Amaral et al., 2012), la grande sélectivité vis-a-vis des insectes
cibles et une faible toxicité pour la majorité des insectes non cibles, ainsi qu’aux

mammiferes, especes aquatiques et pour les oiseaux. Ce bio-insecticide montre aussi une
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activité contre les parasites externes importants du bétail, des animaux de compagnie et des
humains (Kirst, 2010).

1.2.2. Propriétés physicochimiques

Le spinosad est un solide cristallin gris clair a blanc avec une odeur d'eau
légerement fade. Dans l'eau, il a un pH de 7,74 et est considéré non volatile avec une
pression de vapeur 1,3x 107° Pa (Tableau IIl). La dégradation du spinosad dans
I'environnement se produit principalement par la photodégradation et la dégradation

microbienne. Il a une faible persistance dans 1’environnement (Thompson et al., 2000).

Tableau 111 : Propriétés physicochimiques de spinosad.
Parameétres Spinosyne A Spinosyne D
Formule moléculaire Ca2He7 NO35 C41Hes NOgs
Masse moléculaire (g/mol) 731.98 746.00
Point d’ébullition (°C) 84-99.5 161.5-170
Pression de vapeur (Pa) 32x107" 2,1x 107"
Solubilité dans ’eau/ (mg litre™)
pH 5 290 29
PH7 235 0.332
pH9 16 0.053
Coefficient de partition octanol-eau (log P)
pH 5 2.8 3.2
PH7 4.0 4.5
pH9 5.2 5.2
Constante de dissociation (pKa) 8,10 7,87

(Kuhr et Motoyama, 1998 ; Thompson et al., 2000 )

1.2.3. Mode d’action

Le spinosad active les récepteurs nicotiniques de l'acétylcholine (nAChR) et inhibe
les récepteurs de I'acide gamma-amino butyrique (GABA) dans le systeme nerveux central
des insectes (Piner et Uner, 2012 ; Khan et al., 2014). Ce qui provoque la surexcitation du

systéme nerveux de l'insecte conduisant a des contractions musculaires involontaires, a la

10
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prostration avec des tremblements, et enfin la paralysie et la mort de 1’insecte (Salgado et

al., 1998 ; Aboul-Enein et al., 2012).

1.2.4. Voies d’exposition

Les voies d’expositions au SPD sont trois, la voie orale est associée a la
consommation de végétation traitée, de 1’eau et de poissons contaminés, la voie cutané par
contact avec les feuilles traitées ou au moment du traitement, la voie respiratoire par

inhalation des aérosols lors de la pulvérisation (S.E.R.A, 2016).

1.2.5. Toxicocinétique

Chez les mammiferes, aprés une administration orale de spinosad, 80% des
spinosynes A et 66% des spinosynes D sont rapidement absorbeés. Les résidus de spinosad
sont largement distribués dans les graisses péri-rénales, le foie, les reins et les ganglions
lymphatiques. Alors que des grandes concentrations de spinosad ont été retrouvees dans la
thyroide. Le spinosad est excrété principalement dans les feces (Marrs, 2012). Chez le rat,
le N et O-deméthyle spinosynes A sont les principales métabolites retrouvés dans la
thyroide (Domoradzki et al., 1995).

1.2.6. Toxicité

En raison de son profil environnemental et toxicologique trés favorable, le spinosad
a été classé comme un insecticide a risque réduit. Cependant, au cours des dernieres
années, un nombre croissant de recherches a révélé que le spinosad peut avoir des effets

toxiques variables sur les organismes non ciblés (Yang et al., 2016).

1.2.6.1. Toxicité animal et humaine

a- Toxicité aigue

Le spinosad présente une faible toxicité aiglie apres administration orale, dermique
et cutanée. Le spinosad est modérément irritant pour les yeux, mais n’en pas pour la peau
des lapins et ne sensibilise pas la peau des cobayes (Marrs, 2012). Les signes
toxicologiques chez les rats et les souris gavés par 5000 mg/kg/j et 6000 mg/kg/j de SPD
respectivement sont la lacrimation, la salivation, la chromodacryorrhée, la respiration
rapide et une diminution de I’activité avec une incoordination (U.S.EPA/OPP/HED, 1997).

Chez I’homme, une intoxication a été signalée, aprés ingestion d’un mélange contenant

11
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principalement spinosad et flonicamid, les manifestations cliniques étaient principalement
neurologiques, la constipation, le choc, I’insuffisance respiratoire, la pneumonie et la

rétention urinaire (Su et al., 2011).
b- Toxicité sub-chronique

Aboul-Enein et al. (2012) a montrés que 1’exposition des rats méales au SPD a une
dose de 1/20 DL50 pendant 4 semaines induit une perturbation de systéme antioxydant et
provoque le stress oxydant. Selon Zidan (2015), le SPD cause une hépato et néphro-
toxicité chez les rats males albinos apres une exposition par voie orale pendant 90 jours.
une diminution du poids corporel et de la consommation alimentaire, une augmentation de
la rate, de la thyroide et du foie ainsi qu’une altération hématologique et une diminution du
poids des reins ont été également rapportées par d’autres auteurs (Mansour et al., 2008 ;
Marrs, 2012).

Dans une étude récente d’EI-Naggar et al. (2017) signalent une diminution du poids
corporel, une augmentation de poids des reins et de la rate et une toxicité des reins, du foie

et du cervelet chez des souris males albinos recevant 350 mg/kg de spinosad.
c-Toxicité chronique

La carcinogénicité de spinosad a été évaluée in vivo sur des rats et des souris ; les
résultats ont démontré que le SPD ne contribue pas a une augmentation de 1’incidence
néoplasique dans n’importe quel tissu. Le SPD est considéré aussi comme bio-insecticide
qui ne présente pas d’activité mutagénése. N’est pas tératogene chez les rats et les lapins et
ne présente aucun signe neurotoxique spécifique chez des rats selon des études sur la

toxicité aigle, sub-chronigue et chronique (Marrs, 2012).

1.2.6.2. Toxicité environnementale

Les spinosynes y compris le spinosad sont facilement sujets a un certain nombre de
voies de dégradation et de mécanismes métaboliques divers qui réduisent leur persistance
dans les plantes, les animaux et I'environnement (Kirst, 2010). L hydrolyse de spinosad ne
contribue pas significativement a la déegradation du produit. Ce dernier étant relativement
stable dans 1’eau avec un pH de 5 a 7 et dans un pH=9, la demi-vie du spinosad atteint 200

jours au minimum (Thompson et al., 2000).

12
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1.3. STRESS OXYDATIF

Le stress oxydant se définit comme un déséquilibre entre la production des especes
réactives de 1’oxygene/azote (ERO) et la capacité antioxydante cellulaire (Migdal et Serres,
2011). Il se manifeste soit par une production excessive d’ERO, ou par une diminution des

capacités antioxydantes (Favier, 2006).

1.3.1. Espéces réactives de ’oxygéne

Les ERO sont des dérivés de I’oxygéne, hautement réactives et instables (Dhalla et
al., 2000). Elles incluent des especes oxydantes radicalaires, appelées aussi les radicaux
libres, et des espéces oxydantes non radicalaires.

1.3.1.1. Espéces réactives de I’oxygéne radicalaires

Un radical libre se définit comme tout atome, groupe d’atomes ou molécule
posseédant un électron non apparié sur 1’orbitale externe. Cette caractéristique lui confére
une réactivité importante vis-a-vis les biomolécules (Januel, 2003). Les radicaux libres
proviennent essentiellement de la chaine respiratoire mitochondriale (Cadenas et Davies,
2000) et des processus métaboliques, comme la transformation de certains xénobiotiques
par les systemes enzymatiques de type cytochrome P450 (Beaudeux et al., 2006). Les

principaux éléments oxydants radicalaires sont :
a- L’anion superoxyde (O2")

C’est I’espece la plus couramment générée par la cellule. L’anion superoxyde peut
provenir de plusieurs sources cellulaires comme la réduction d’une molécule d’O; et
possede la plus faible réactivité vis-a-vis des substrats organiques. Cependant, elle est

capable de produire d’autres radicaux libres (Cailloux, 2014).
b- Le radical hydroxyle (OH")

En raison de son potentiel d’oxydoréduction tres élevé, le radical hydroxyle est
I’espéce radicalaire de 1’oxygéne la plus délétére du stress oxydant. I1 ne posséde pas de
cibles privilégiées et attaque la plupart des biomolécules. Cependant Il a une tres faible
durée de vie et ne réagit qu’avec des substrats sur son lieu de production (Migdal et Serres,
2011).

13
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c- Le radical peroxyle (ROQ)

Le radical peroxyle, formé suite & une oxydation des acides gras polyinsaturés par
des ERO formées préalablement, est trés instable et peut attaquer d’autres acides gras

polyinsatures voisins (Gardes-Albert et al., 2003 ; Djeffal, 2014).

1.3.1.2. Espéces réactives de I’oxygéne non radicalaires

a- Le peroxyde d’hydrogéne (H,05)

Le peroxyde d’hydrogéne est une molécule relativement stable et posséde une
longue demi-vie. Il est capable de traverser les membranes des cellules et des organites et

provoquer des dommages loin de son site de production (Ramirez et al., 2008).
b- L’acide hypochlorique (HOCI)

Il est formé & partir du peroxyde d’hydrogene. Son pouvoir de diffusion a travers
les membranes biologiques lui permet d’agir sur de nombreuses biomolécules (Ognjanovic
et al., 2008).

c- Le peroxynitrite (NO3)

Le NO3™ est une ERO qui apparait trés rapidement suite a une réaction entre le
monoxyde d’azote et 1’anion superoxyde. Il cause beaucoup de dommages aux composants

cellulaires (Sears et Genuis, 2012).

1.3.2. Cibles biologique des espéces réactives de I’oxygéne

Depuis plusieurs années, la production controlée des espéces réactives de 1’oxygene
apparait comme un mécanisme essentiel de la signalisation cellulaire et participe au
maintien de I’homéostasie (Migdal et Serres, 2011). Cependant, I’excés des ERO non
neutralisées par les antioxydants, peut altérer les biomolécules et provoquer ainsi des
dégats cellulaires importants (Schieber et Navdeep, 2014). Les principales cibles

biologiques des ERO sont :

1.3.2.1. Lipides

Selon Rahal et al. (2014), I’oxydation des acides gras polyinsaturés, en particulier

I'acide arachidonique et l'acide docosahexaénoique, conduisent a la génération de

14
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malondialdéhyde (MDA) et au 4-hydroxy 2-nonénal (4-HNE). Ces derniers sont reconnus

comme des marqueurs de la peroxydation lipidiques.
1.3.2.2. Bases azotées

Valko et al. (2007) ont montré que I'oxydation des bases azotées par le radical OH’
peut provoquer des mutations dans I’ADN nucléaire et mitochondrial. Selon Rahal et al.

(2014), la 8-hydroxy-2-désoxyguanosine est le produit prédominant de cette oxydation.
1.3.2.3. Protéines

Les ERO attaquent les protéines est provoquent plusieurs types de modifications
comme : ’oxydation des chaines latérales des acides amines, la fragmentation des
protéines et la formation de liaisons croisées entre deux protéines (Bonnefont-Rousselot et
al., 2001). Ces modifications conduisent a une perte de fonction catalytique ou structurale

des protéines affectées (Levine, 2002).

1.3.3. Le systéme antioxydant

L’organisme est doté d’un ensemble de systémes de défenses antioxydant, trés
efficaces contre la surproduction d’ERO. Ces substances retardent ou inhibent
significativement 1’oxydation des substrats oxydables (Halliwell, 1990). Les systémes
antioxydants peuvent étre classés selon leur mode d’action, leur localisation cellulaire et

leur origine (Delattre et al., 2005). Selon Sies (1991), les systemes se composent de :

— Enzymes comme: la superoxyde dismutases, la catalase, le glutathion
peroxydases, le couple thiorédoxine /thiorédoxine réductase et 1’heme

oxygeénase.

— Protéines transporteuses du fer et du cuivre tel que la transferrine, la ferritine et

la céruléoplasmine.

— Molécules antioxydantes de petite taille comme : la glutathion, 1’acide urique, la
bilirubine, le glucose, les vitamines A, C et E, I’'ubiquinone, les caroténoides et

les flavonoides.

15
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Oligoeléments composés de cuivre de zinc et de sélénium indispensables pour

I'activité des enzymes antioxydantes.

Un systéme de défense secondaire, composé d'enzymes empéchent I'accumulation
de protéines et de I’ADN oxydés dans la cellule, compléte la panoplie des moyens de

protection contre les ERO (Sies, 1991).

1.3.4. Détermination du statut oxydant/ antioxydant

Selon Poljsak et al. (2013), I’estimation du stress oxydatif se fait par la mesure de

la formation des ERO ainsi que le potentiel de défense antioxydant (Figure 4).

Méethodes de detection des radicaux libres et |

d’autre espéces réactives

MMeEethodes directes

ESR et piegeags=

de spinm

-—

Sondes

fluorescentes

rlethodes imdirectes

PMesure du statut
antioxydant total

rlethodes de
I'ermpreimtes

digitales :

Meaesure dessystemeaesde
defense antioxydanrts

enzymatigques et mnan
enzymaticquesendoganas

Da-rnrn_agas Peroxydation Dommages — e Superoxide
alraAaDmM lipidique aux protéeines dismutase
B-OHOAdS P
A —HMNE |
== OCSE Catalase
Abasigue Pl o
Test des & i Slutathione
Atres = ;
comeéates Adduits de = I ki
(dommageaes Slycoxidation
genaraux & i i Slutathionea
1 ) S-MNitrotyrosine||— & reductase
Ao doubl e Les produits
Brim finawx de la || = 1 oiutathione
Pperoxydation
Aatres lipidigue et de
I'oxwdation de S tres
e =R swvwstemeaes de
defense
== antioxwdativ e

Figure 4: Méthodes de détermination du stress oxydatif

modifier).

(Poljsak et al.,
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Notre présent travail porte sur la recherche des aspects de la toxicité a courte terme
de deux insecticides a savoir I’acétamipride et de spinosad a raison de 9,2 mg/kg/j
administrés quotidiennement par voie orale chez des souris femelles. L’étude est basée sur

I’évaluation du poids corporel et de certains parametres de stress oxydant.

Le travail est réalisé au niveau de la station expérimentale de la faculté SNV a

I’université Blida 1. Notre travail a duré quatre mois a partir du mois d’avril 2018.

I1.1. MATERIEL
11.1.1. Animaux

Notre étude a portée sur 30 souris femelles de la souche Naval Medical Research
Institue (N.M.R.1.) provenant de I’institut Pasteur de Dely Ibrahim. Leur poids corporel
varié de 199 a 23g et avec une moyenne de 21,719 + 2,56.

Dés leur arrivée a I’animalerie, les souris sont soumises a une période
d’acclimatation pendant 10 jours a température ambiante et a une photopériode alternée de
12 heures d’obscurité suivie de 12 heures de lumiére. Les souris sont élevées dans des
cages en polyéthyléne qui sont tapissées d’une litiere constituée de copeaux de bois. Les
cages sont nettoyées et la litiecre est changée tous les 2 jours jusqu’a la fin de

I’expérimentation.

Tous les animaux recoivent de 1’eau et de la nourriture « ad-libitum ». La nourriture
est composée d’un concentré équilibré en protéines, glucides, lipides, vitamines et sels

minéraux (Tableau IV, Annexe I).

11.1.2. Insecticides

11.1.2.1. Acétamipride

L’acétamipride, insecticide commercialis¢é par MOPISTOP, est présenté dans un
sachet en aluminium contenant 50g de poudre d’une pureté de 20% (Figure 5, annexe 1).
La dose expérimentale testée durant I’expérimentation est de 1/20 de la DL50. Cette dose
est la moins toxique parmi une gamme de doses testées chez les souris femelles. A partir
de la DL50=184 mg/kg/j chez les souris femelles (Singh et al., 2012), la dose 1/20 DL50

est calculée comme suit :
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La dose (9,2 mg/kg/j) ——> 1000 g de poids corporel

X —  Poids corporel de la souris traitee (g)

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

La pureté du produit est de 20%, alors :

_ Contient N ]
100 mg de produit 20 mg de matiére active

Y = Quantité a dissoudre (mg) »  quantité de matiere active (mg) (X)
(A rechercher)

Y =La quantité a dissoudre = (Poids corporel x dose) /200

Exemple : pour une souris de 25g
La quantité de M.A. nécessaire = (25 x 9,2) /1000 = 0,23 mg
La quantité a dissoudre = (25 x 9,2) /200 =1,15 mg
11.1.2.2. Spinosad

Le spinosad (SPD), bio-insecticide commercialisé sous le nom de SUCCESS”
APPAT, est présenté dans une bouteille en plastique de 1L sous forme de solution d’une
pureté de 0,24 g/L (Figure 6, annexe 1). Sa LD50 est de 7100 mg/kg chez les souris males
et 6100 mg/kg chez les souris femelles (Gilbert et Yano, 1996). La dose choisie est de
9,2mg/kg/j. elle est calculée comme suit :

La pureté du produit est de 0,24g/L, alors :

1000 ml de produit M, 240 mg de M.A.

Comme :

1ml de spinosad = 960,9 mg
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Donc:
Contient
1000 x 960,9 mg de produit ——— 5 240 mg de M.A.

Alors :

Y = Quantité a dissoudre (mg) ——— X= La quantité de M.A. nécessaire
(A rechercher)

Y = La quantité a dissoudre = (M.A. x 1000 x 960,9)/240
(mg)
Comme :
X = La quantité de matiere active nécessaire = (Poids corporel x dose)/ 1000
(M.A)

Donc :

La quantité a dissoudre = (Poids corporel x dose x 960,9)/240

Exemple : pour une souris de 25g,
La quantité de M.A. nécessaire = (25 x 9,2) /1000 = 0,23 mg

La quantité a dissoudre = (0,23 x 1000 x 960,9) /240 = 920,86 mg.

11.1.3. Appareillage et réactifs

Une gamme de matériel non biologique est utilisée afin de réaliser notre

expérimentation. L’ensemble de I’appareillage et des réactifs sont présenté dans I’annexe 1.

11.2. METHODES

11.2.1. Expérimentation

Aprés la période d’adaptation aux conditions de laboratoire, les souris sont

marqueées et réparties en trois groupes :
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- Le premier groupe comporte 9 souris femelles témoins qui sont gavées
quotidiennement par 10 ml/Kg d’cau distillée.

- Le deuxieme groupe comporte 10 souris femelles traitées quotidiennement par
9,2mg/kg/j) d’ACE dissoute dans 10 ml/Kg d’cau distillée.

- Le troisieme groupe comporte 10 souris femelles traitées chaque jour par
9,2mg/kg/j de SPD dissoute dans 10 ml/Kg d’eau distillée.

Toutes les souris recoivent 1’eau et la nourriture a volonté durant 18 jours de
I’expérimentation. La prise de poids corporel est réalisée trois fois : avant le gavage, apres

9 jours de gavage et le jour de sacrifices. Les doses sont ajustées chaque 9 jour.

11.2.2. Sacrifice et Prélévement des échantillons

Les sacrifices sont réalisés par décapitation rapide sans anesthésie. Ils sont effectués
la matinée entre 9 h et 11 h afin d’éviter les variations hormonales pendant la journée. Le
sang recupéré dans des tubes EDTA (éthylene diamine tétra-acétique) est destiné a la

réalisation des dosages de différents parametres de stress oxydant.

11.2.3. Dosage des parametres de stress oxydant

11.2.3.1. Dosage de la vitamine C

a- But

L’acide L-ascorbique, ou vitamine C, est considéré comme le plus important
antioxydant dans les fluides extracellulaires. Le but du dosage est de déterminer la capacité

de défenses antioxydante.
b- Principe

Le dosage est realisé par une méthode colorimetrique en utilisant le réactif de Folin
et une gamme d’acide ascorbique. Les protéines plasmatiques sont precipitées par la
solution de trichloracétique (TCA) a 10% puis centrifugées. Le réactif de Folin est ajouté
au surnageant et la densité optique est déterminée par le spectrophotometre a une londeur
d’onde de 769 nm. Les concentrations de la vitamine C seront déduites a partir d’une

courbe d’étalonnage en utilisant une gamme de concentrations d’acide ascorbique.
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c- Mode opératoire

Pour réaliser le dosage de la vitamine C, nous avons suivi les étapes décrites par
Jacota et Dani (1982) :

e Pour la gamme étalon :
- Nous prenons 0,75 ml de Chaqu’un des 3 solutions de la gamme (Tableau V,
annexe ).
- Pour chaque solution, nous ajoutons 0,75 ml d’eau distillée et 150 ul de Folin
dilué (1/10) (Tableau VI, annexe I).
- Apres agitation, les solutions sont incubées pendant 15 min & température

ambiante.
e Pour les échantillons :

- Nous ajoutons a 1 ml de plasma 0,5 ml de la solution TCA a 10 % (Tableau
VI, annexe ).

- Les tubes sont mélangés puis placés dans un bain a glace pendant 30 min.

- La centrifugation est faite a 3000 t/min pendant 10 min.

- Nous ajoutons 0,75 ml d’eau distillée et 150 pl de Folin (1/10) au 0,75 ml de
surnageant.

- Le mélange est vortexé et incubé pendant 15 min a température ambiante.
d- Lecture

La Lecture de la densité optique est effectuée grace au spectrophotomeétre contre le
blanc (eau distillée) a 769 nm. Les concentrations de la vitamine C (ug/ml) sont

déterminées a partir de la courbe d’étalonnage (tableau V11 et figure 7, annexe I1).

11.2.3.2. Détermination du pouvoir antioxydant total du plasma

a- But

Le but du dosage est de fournir une indication sur la capacité de protection

antioxydante globale.
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b- Principe

Le pouvoir antioxydant totale du plasma (ORAC), est la capacité d’absorption des
radicaux oxygénés. Ce dosage est effectué selon la méthode de Blache et Prost (1992). Le
principe de cette méthode est basé sur le suivi de I’hémolyse des hématies, en fonction du

temps, induite par un oxydant (peroxyde d’hydrogéne H,0,).
c- Mode opératoire

Le traitement des globules rouges et la préparation des solutions pour ce dosage

sont détaillés dans le tableau VIII de ’annexe I et le tableau VIX.

Tableau VIX : Solutions préparées pour la détermination du pouvoir antioxydant

total du plasma.

Tube blanc Tube étalon Tube test

Nous ajoutons & 1 ml de| Nous ajoutons a 1 ml de Nous ajoutons a 1 ml de GR,
GR, 20 pl de CuSQy, 20 pl| GR, 20 pl de CuSQOy4 20 pl |20 pl de CuSOy4, 20 pl d’H,0;
d’H,O, a 30% et 2 ml| d’H,O0,4a30%, 2 mld’eau |a 30%, 2 ml d’eau

d’eau physiologique. physiologique et 20 pl de | physiologique et 20 pl de

la vitamine C. plasma a tester

Les solutions sont remuées délicatement puis incubées pendant 5 min a température

ambiante. La centrifugation est effectuée pendant 5 min a 2000 t/min.
c- Lecture

Nous lisons la densité optique du surnageant a 450 nm puis nous le remettons dans
le tube et nous le remuons délicatement. Nous répétons cette opération toutes les 10 min
pendant 1 h (to, t1o, too, t30, tso, ts0, teo). L’ORAC de chaque échantillon est calculé suivant la

méthode détaillée dans 1’annexe 1.
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11.2.3.3. Dosage du malondialdéhyde

a- But

Le malondialdéhyde (MDA) est I’un des produits terminaux formés lors de la
décomposition des acides gras polyinsaturés médités par les radicaux libres. Le but du
dosage est de déterminer le niveau de la peroxydation lipidique en mesurant le taux de

malondialdéhyde.
b- Principe
Apres I’action de TCA pour la précipitation des protéines, les aldéhydes présents
dans le plasma ou dans le lysat vont réagir avec l'acide thiobarbiturique (TBA) pour former

un produit de condensation chrornogénique consistant en deux molécules de TBA et une
molécule de MDA (Nourooz-Zadeh et al., 1996).

c- Mode opératoire

Nous préparons les solutions suivantes :

- 100 pl de plasma.
- 100 pl de TBA 0,67 % (tableau X, annexe ).
- 500 pl TCA 20 % (tableau X, annexe 1).

Le mélange de ces trois solutions est vortexé puis incubé au bain-marie a 100°C
pendant 20 min. Aprés refroidissement, la solution est centrifugée & 6000 t/min pendant 10

min.
c- Lecture

Nous lisons la densité optique du surnageant au spectrophotomeétre contre le blanc
(eau distillee) a =532 nm. Le calcul de la concentration du malondialdéhyde est effectué

suivant 1’équation présentée dans 1’annexe |.

11.2.4. Calcul statistique

Les résultats sont présentés sous forme de Moyenne * écart type (annexe I). La
normalité de la distribution des échantillons est vérifiée par un test de Shapiro-Wilk via le
logiciel statistique S.P.S.S. (Statistic Package for the Social Science). Les comparaisons
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intra et inter groupes sont effectuées par le test t (test de student) apres I’application du test
de Ficher (test de Ficher).

La différence est jugée statistiguement comme :

- Non significative lorsque p > 0,05

- Significative (*) lorsque 0,05 > p > 0,02

- Tréssignificative (**) lorsque 0,02 > p > 0,01
- Hautement significative (***) lorsque 0,01 > p
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Chapitre III Résultats et discussion

111.1. RESULTATS

La recherche des aspects toxiques de 1’acétamipride et de spinosad, a raison de 9,2
mg/kg/j pendant 18 jours a été basée sur I’étude de 1’évolution pondérale et des variations

de quelques parametres du stress oxydant.

111.1.1. Comportement

Dans nos conditions expérimentales, nous avons constaté un changement de
comportement chez les souris traitées par rapport aux souris témoins. Ce changement a été
remarqué beaucoup plus chez les souris traitées par le spinosad. Les signes été présentent
par une diminution de ’activité avec tendance de rester dans les coins des cages et des

diarrhées.

111.1.2. Evolution pondérale

Les résultats de la variation du poids corporel des souris femelles témoins et traitées
et leurs significations statistiques sont présentées dans la figure 8 et les tableaux XIV, XV,
XVI et XVII de I’annexe II.

35
30 |
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Figure 8 : Evolution du poids corporel (g) des souris femelles témoins et traitées

par ’acétamipride et le spinosad a raison de 9,2 mg/kg/j.
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e Avant I’expérimentation (en J0), le poids des souris témoins et traitées a raison de 9,2
mg/kg/j de SPD et de I’ACE est de 27,00g + 2,18 ; 26,009 + 1,10 et 27,209 * 2,20
respectivement.

e Apres neuf jours de gavage J9, une augmentation non significative du poids corporel est
remarquée chez les souris témoins. Elle est de I’ordre de 2,47 % (27,78 + 1,72) avec un
P= 0,41. Chez les souris traitées par SPD, nous avons enregistré une diminution trés
significative du poids corporel qui est de 1’ordre de 10,64 % (23,50 + 1,97) avec un P=
0,018. Les souris traitées par I’ACE présentent une diminution non significative du
poids corporel. La diminution est de 0,37 % (27,10 = 1,97) avec un P=0,91.

e Apres dix-huit jours de gavage J18, une diminution non significative du poids des souris
témoins, de ’ordre de 2,47 % (27,11 + 1,69) avec un P= 0,41 et une augmentation de
poids des souris traitées par SPD, de 1’ordre de 6,38 % (25,00 + 2,10) avec un P= 0,22
ont été observées. par contre, le poids des souris traitées par ACE ne présente aucun
changement (27,10 + 2,18) avec un P=1,00.

L’analyse statistique des différences pondérales pendant neuf et dix-huit jours
montre un changement statistiguement non significatif (p < 0,05) chez les différents
groupes de souris sauf les souris traitées par SPD qui présentent une diminution tres

significative du poids corporel aprés neuf jours du premier gavage.

111.1.3. Dosage des paramétres de stress oxydant

111.1.3.1. vitamine C

Les résultats des variations de la vitamine C chez les souris femelles témoins et
traitées par SPD et I’ACE et leurs significations statistiques sont rassemblés dans la figure

9 et les tableaux XVIII, XIX et XX de ’annexe 1I.
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Figure 9 : Influence de spinosad et de I’acétamipride sur les taux plasmatiques

de la vitamine C (ug/ml) chez des souris femelles adultes.

D’aprés nos résultats, les 2 groupes des souris traitées montrent une régression du
taux plasmatique de la vitamine C. Chez les souris traitées par SPD, la régression est de
I’ordre de 5,04 pg/ml £ 0,41 vs 6,97 pg/ml £ 3,39 chez les témoins (P =0,34). Les souris
traitées par I’ACE présentent un taux moyen de 5,09 = 0,39 vs 6,97 pg/ml £ 3,39 chez les
témoins (P =0,35). La différence entre les valeurs enregistrées chez les témoins et les 2
groupes traités est statistiquement non significative.

111.1.3.2. Pouvoir antioxydant total du plasma

Les résultats des variations du pouvoir antioxydant total du plasma chez les souris
femelles témoins et traitées par SPD et ’ACE et leurs significations statistiques sont

rassemblés dans la figure 10 et les tableaux XXI, XXII et XXIII de I’annexe II.
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Figure 10 : Influence de spinosad et de I’acétamipride sur la valeur du pouvoir

antioxydant total du plasma (Ul) chez des souris femelles adultes.

Selon les résultats, les souris traitées par SPD montrent une forte augmentation du
taux du pouvoir antioxydant total du plasma. (0,73 Ul = 0,14) par rapport aux témoins
(0,48 Ul £0,10). Cette augmentation reste statistiguement non significative (P = 0,06). Les
souris traitées par I’ACE montrent une faible augmentation (0,57 Ul £ 0,03 vs 0,48 Ul

+0,10) qui est aussi statistiquement non significative (P = 0,25).

111.1.3.3. Dosage du malondialdéhyde

Les résultats des effets de SPD et de I’ACE sur le taux du MDA. Chez les souris
femelles témoins et traitées et leurs significations statistiques sont rassemblés dans la
figure 11 et les tableaux XXIV, XXV et XXVI de I’annexe II.
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Figure 11 : Influence de spinosad et de ’acétamipride sur les taux plasmatiques de
malondialdéhyde chez des souris femelles adultes.

Nos résultats montrent que chez les souris traitées par SPD 1’augmentation du taux
plasmatique du MDA est significative avec un P=0,029 (2,47 pumol/L = 0,27 pmol/L) par
rapport aux témoins (1,89 umol/L + 0,14 pmol/L). Les souris traitées par I’ACE montrent
une faible augmentation de 2,17 pmol/L £ 0,39 pmol/L vs 1,89 pmol/L + 0,14 pmol/L
avec un P = 0,31. Ces résultats restent statistiquement non significatifs.

111.2. DISCUSSION

L’acétamipride et le spinosad sont deux insecticides reconnues pour leur efficacité
contre plusieurs ravageurs des cultures (Bass et al,. 2015 ; Yamada et al., 1999 ; Kirst,
2010). L’effet toxique de I’ACE pour les organismes non cibles et en particuliers les
mammiferes est démontré dans plusieurs études (Zhang et al., 2011 ; Kimura-Kuroda et
al., 2012 ; Singh et al., 2012 ; Mondal et al., 2014; Chakroun et al., 2016 ; Sano et al.,
2016 ; Marzouki et al., 2017 ). Les bio-insecticides y compris le spinosad, sont considérées
comme des produits moins dangereux que les insecticides synthétiques (Mansour et al.,

2008). Cependant, dans les dernieres années plusieurs études toxicologiques ont prouve

29



Chapitre III Résultats et discussion

leur effet toxique contre les organismes non cibles et principalement les mammiferes
(Mansour et al., 2008 ; Aboul-Enein et al., 2012 ; Zidan, 2015 ; EI-Naggar et al., 2017 ;
Lopes et al., 2018).

Dans la présente étude qui porte sur la recherche de la toxicité a court terme de
I’ACE et de SPD administrés par voie orale & raison de 9,2 mg/kg/j chez des souris
femelles adultes de souche N.M.R.I., plusieurs effets toxiques sont relevés.

Les deux groupes des souris traitées par I’ACE et le SPD présentent une diarrhée et
une diminution de I’activité avec aptitude d’occuper les coins des cages. Ces résultats sont
observés beaucoup plus chez les souris traitées par SPD. Des résultats similaires sont
trouvés chez des souris méles traitées par 1/20 DL50 d’ ACE pendant 28 jours (Singh et al.
2012). Stebbins et al. (2002) a enregistré une diminution de 1’activité corporelle chez des
souris méles et femelles traités respectivement par 109,7 mg/kg/j et 141,1 mg/kg/j de SPD

pendant six semaines.

Nos résultats montrent que les souris, ayant recu 9,2 mg/kg/j I’ACE, présentent une
diminution non significative du poids corporel apres 9 jours et 18 jours de gavages. Ces
résultats corroborent avec ceux retrouvés par Chakroun et al. (2016) chez des rats méales de
la souche Wistar traités par 1/10 et 1/20 LD50 d’ACE pendant 60 jours. Chez les souris
traitées par SPD, nous avons remargué une diminution tres significative du poids corporel

9eme

jusqu’aux jours. Ce changement est possiblement dd & la nature du produit qui est une

pate de consistance trés épaisse, difficilement dissoute dans 1’eau et durement digérée par

les souris. Pendant la 2°™

semaine, nous avons enregistré une augmentation non
significative du poids corporel. Cette augmentation est probablement due a I’adaptation des
souris traitées envers I’insecticide. Mais globalement, nous avons enregistré une
diminution non significative du poids corporel chez les souris traitées par SPD apres 18
jours de gavages. Ces résultats sont en accord avec ceux de trouvés par EI-Naggar et al.
(2017) qui a enregistré une diminution non significative du poids corporel chez des souris
males recevant 35 mg/kg/j de SPD pendant 4 semaines consécutives. Par contre, dans la
méme étude une diminution significative du poids a été signalée chez des souris recevant
350 mg/kg/j pendant4 semaines. Mansour et al. (2008) a trouvé une diminution
significative du poids corporel chez des rats males albinos traités par 9 mg/kg/j et 37,38
mg/kg/j de SPD pendant 60 jours. Cela, nous laisse suggérer que les changements sont

dose et/ou temps dependants.
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Le dosage des parametres de stress oxydant indiquent une diminution non
significative des taux plasmatiques de la vitamine C, molécule a pouvoir antioxydant, chez
les souris traitées par SPD et ceux traitées par I’ ACE. Ces résultats sont en accord avec une
étude qui a mis en évidence une diminution du taux de 1’acide ascorbique chez des souris
adultes apres traitement par le Manebe, un fongicide de synthése, appartenant a la famille
des dithiocarbamates (Kurzatkowski et Trombetta, 2013), utilisé a raison de 1/6, 1/4 et 1/2
de la LD50 pendant 7 jours (Jaballi et al., 2017).

Par contre, le test de pouvoir antioxydant total du plasma montre une augmentation
non significative chez les souris traitées par SPD et I’ACE par rapport aux souris témoins.
Ces résultats sont similaires a ceux enregistrés par Raina et al. (2009) qui ont trouvé que
’activité antioxydante a augmenté par 1’augmentation de ’activit¢ de la catalase, la
superoxyde dismutase (SOD) et de la glutathion S-transférase (GST) chez des rats traités
par le Cyperméthrine, insecticide de synthése appartenant a la famille des pyréthrinoides
(Angelo et al., 2016). Les résultats de dosage de malondialdéhyde, le marqueur le plus
puissant de la peroxydation lipidique, ont révelés une augmentation significative du taux
de MDA plasmatique chez les souris traitées par SPD. Des résultats similaires ont été
trouvés par Aboul-Enein et al. (2012) chez des rats males exposés aux SPD a raison
de 367,5 mg/kg/j, équivalant de 1/20 de la DL50, pendant deux semaines. Chez les souris
traitées par I’ACE, nous avons enregistré une augmentation non significative du taux
plasmatiques de MDA. Ces résultats sont en accord avec ceux de Chakroun et al. (2016)
qui ont trouvé un changement non significatif de MDA chez des rats traités par 1/20 LD50
d” ACE pendant 60 jours.

Au cours de notre expérimentation, nous n’avons pas eu de mortalité chez les souris
témoins et les souris traitées par 1’acétamipride. Par contre chez les souris traitées par
spinosad, nous avons eu 4 mortalités a cause d’une mauvaise manipulation des souris au

cours du gavage et 3 mortalités avant le jour du sacrifice.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Dans la présente étude réalisée, nous avons exploré les effets toxiques de
I’insecticide chimique « acétamipride » et de bio-insecticide « spinosad » administres par
voie orale a raison de 9,2 mg/kg/j pendant 18 jours, sur la balance oxydante/antioxydante

chez des souris femelles adultes.

A partir des résultats trouvés nous pouvons conclure que ces deux insecticides
provoquent un stress oxydatif par la perturbation des marqueurs de stress oxydant qui se

manifestent sous :

- Des perturbations de systeme antioxydant par la diminution du taux de 1’acide
ascorbique et I’augmentation du pouvoir antioxydant total du plasma qui peut
révéler une réponse d’adaptation au stress oxydatif entrainé par le

I’acétamipride et spinosad.

- Des perturbations de systeme oxydant par I’augmentation de malondialdéhyde,

témoigne d’une peroxydation lipidique.

A T’issue des résultats que nous avons obtenus, nous concluons que 1’acétamipride
et le spinosad peuvent provoquer des effets toxiques a 1’échelle moléculaire. Les deux
insecticides, qu’ils soient bio ou synthétique sont toxique chez les mammiféres, dont le
SPD est le plus toxique. Cependant, ces résultats ne sont qu’une expression partielle de la
toxicité de ces deux insecticides a faibles doses. Il s’avére intéressant d’approfondir la

recherche par :

- Elargir la batterie des paramétres de stress oxydatif en dosant les enzymes
antioxydantes, les oligoéléments et les marqueurs de 1’oxydation des protéines,
des lipides et de I’ADN.

- Etudier les effets période et/ ou dose dépendante chez les animaux afin de
déterminer si ces deux insecticides peuvent induire des pathologies a long

terme.
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- Explorer D’effet protecteur des antioxydants naturels tels que les huiles
essentielles contre la toxicité induite par I’acétamipride et le spinosad sur des

modeles expérimentaux.

- Explorer a I’échelle moléculaires les interactions conduisant a la perturbation
de la balance oxydante/antioxydante entre ces deux insecticides d’une part et

les éléments cellulaires et moléculaires d’autre part.
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I. Matériel et réactifs

1.1. Réactifs

e [’acétamipride.

e Spinosad.

e L’cau distillée.

e [’héparine.

e L’acide trichloroacétique (TCA)
e Le Folin.

e | ’acide ascorbique.

e L’cau physiologique.

e Le peroxyde d’hydrogéne (H20,) a 30%.
e CuSOq,

e L’acide thiobarbiturique (TBA).

Figure 5 : Acétamipride (Mopistope) Figure 6 : Spinosad (Success* Appat)

1.2. Appareillage

e Appareil photos numérique.

e Balance électrique.

e Balance de précision.

e Bain Marie.

e Centrifugeuse.

¢ spectrophotométre de type (UV- 1601).

o Réfrigérateur.
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Figure 12 : Appareil Figure 13 : balance électrique Figure 14 : Balance de

Photos précision

Figure 15 : Centrifugeuse  Figure 16 : Spectrophotomeétre Figure 17 : Micropipette

1.3. Autre matériel

e Cages en plastiques.

e Mangeoires et biberons.

e Sonde de gavage pour souris.
e Seringues et aiguilles.

e Portoir et des tubes secs.

e Bécher.

e Entonnoir.

e Eprouvette graduée.

e Erlenmeyer.

e Pissette d’eau distillée.
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Figure 18 : Cages et biberons Figure 19 : Pissette d’eau Figure 20 : Seringues et
Distillée aiguilles

Figure 21 : Portoir et des Figure 22: Tubes EDTA
tubes secs

Figure 24 : Sonde de Figure 25 : Entonnoir Figure 26 : Eprouvette
gavage graduée
# O\
s/

Figure 27 : Erlenmeyer



ANNEXE |

Tableau Il : Métabolites de ’acétamipride

Noms Formules chimique
IM-1-2 N2-carbamoyl-N1- [(6-chloro-3-pyridyl)methyl]-N1 methylacetamidine
IM-1-3 N-[(6-chloro-3-pyridyl)methyl]-N-methylacetamide
IM-1-4 N-methyl(6-chloro-3-pyridyl)methylamine
IM-2-1 N1-[(6-chloro-3-pyridyl)methyl]-N2-cyanoacetamidine
IM-2-2 N2-carbamoyl-N1- [(6-chloro-3-pyridyl)methyl]-acetamidine
IM-2-3 N-[(6-chloro-3-pyridyl)methyl]acetamide
IM-2-4 (6-chloro-3-pyridyl)methylamine
IM-2-5 N1-(6-Chloropyridin-3-ylmethyl)-acetamidine

IM-0 (6-chloro-3-pyridyl)methanol

IC-0 6- chloronicotinic acid

Tableau IV : Composition des bouchons alimentaires

Composition des bouchons alimentaires

Protéines (%) 20
Matiéres grasses brutes (%) 4
Cendre brutes 6,5
Cellulose brute (%) 55
Calcium(%) 1,1
Phosphore (%) 0,8
Vitamine A (Ul/kg) 22000
Vitamine D3 (Ul/kg) 2200
Vitamine E (mg/kQ) 100
Sulfate de cuivre penta hydraté/ cuivre (mg/kg) 8
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Tableau V : solutions de la gamme d’étalon pour le dosage de la vitamine C.

Solutions de la gamme d’étalon Composition

Solution mere d’acide 0.1 g d’acide ascorbique + 1 L d’eau distillée.
ascorbique (0.1g/1)

Solution 1 (10ug /ml) Iml de la solution mére d’acide ascorbique + 9 ml

d’eau distillée.

Solution 2 (5ug /ml) 2 ml de la solution 1 + 2 ml d’eau distillée.

Solution 3 (2.5ug /ml) 1ml de la solution 2 + 1 ml d’eau distillée.

Tableau VI : Solutions préparées pour le dosage de la vitamine C.

Solution préparées

Composition

Solution de TCAa10% |10 g de TCA + 100 ml d’eau distillée.

Solution de Folin diluée 1 ml de Folin + 9 ml d’eau distillée.

(1/10)

Tableau VI11 : Solutions primaires pour la détermination du pouvoir antioxydant

total du plasma

Solution préparées

Composition

CuSO, a2 mM

0.32 g CuSO4 + 1l d’eau distillée.

Vitamine C a 400 uM

7.045 mg d’acide ascorbique + 100 ml d’eau distillée.
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Il. Traitement des globules rouges pour la détermination du pouvoir antioxydant

total du plasma.

- Centrifuger le sang du donneur a 2000t/min pendant 10 min et éliminer le plasma ;
- Laver délicatement 1volume du culot avec 2 volumes d’eau physiologique (sans lyser les

GR), puis centrifuger a nouveau a 2000 t/min pendant 5 min.

II1. Méthodes de calcules de PORAC

Exemple :

Pour la souris 4 traitée par I’acétamipride :

1 U ORAC =X (DO pjanc = DO ¢taton) @ to, t10, t20, t30, tao, tso, teo/ 7
DO tg bianc - DO to ¢taton = - 0,102 — 3,311 = -3,413.

DO t10 planc - DO t10 étalon = - 0,102 — 3,311 = -3,413.

DO t20 blanc - DO tag étaton = - 0,102 — 2,872 = -2,974.

DO t30 bianc - DO t30 6taion = 1,01 — 3,21 = -2,2.

DO t40 planc - DO tag étalon = 0,153 — 3,311 = -3,158.

DO tsg planc - DO ts0 étalon = 0,155 — 1,331 = -1,176.

DO teo blanc - DO 160 étalon = 0,154 — 3,311 = -3,157.

1 U ORAC = -3,413+ (-3,413) + (-2,974) + (-2,2) + (-3,158) + (-1,176) + (-3,157) /7

= |-19,491| /7 = 2,784.

Donc:

1 U ORAC =2,784.

Z (DO pianc - DO echantition) @ to, 1o, 20, 130, tao, tso, teo/ 7
DO tg blanc - DO tg schantition = -0,102 — 2,29 = -2,392.

DO t10planc - DO t10 échantition = -0,102 — 1,743 = -1,845.
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DO t20 planc - DO 10 echantition = -0,102 — 1,994 = -2,096.
DO t30 planc - DO t30 échantition = 1,01 — 0,602 = 0,408.
DO t40 planc - DO tag échantition = 0,153 — 2,551 = -2,398.
DO ts50 planc - DO ts0 echantition = 0,155 — 1,047 = -0,892.
DO t60 planc - DO tg0 echantition = 0,154 — 1,786 = -1,632.
2 (DO bianc = DO gchantilion) @ to, tio, to, t30, tao, tso, teo / 7 = -2,392+ (-1,845) + (-2,096) +
0,408 + (-2,398) + (-0,892) + (-1,632) /7 = |-10,847| /7 = 1,549.

1 U ORAC > 2,784

ORAC échantillon ———» 1549

Donc:

ORAC échantillon = 1,549*1 U ORAC /2,784 = 0,556 UI.

Tableau X : Solutions préparées pour le dosage de malondialdéhyde.

Solution préparées Composition
Solution d’acide thiobarbiturique 0,67 g de + 100 ml d’H,O distillée.
(TBA) a2 0,67% TBA
Solution d’acide trichloracétique 20 de TCA + 100 ml d’H,O distillée.
(TCA) a4 20%

IVV. Méthodes de calcules de malondialdéhyde

Les calcules du taux de malondialdéhyde sont effectués par I’équation ci-dessous :

[Malondialdéhyde] (umol/L) = DO / ¢.l.

DO: Densité optique

€: coefficient d'extinction = 1,56. 10° mol™.L.cm™
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| : le trajet (longueur de la cuve) qu'est égale a 1cm.
Exemple :
La souris 3 traitée par le spinosad :
[Malondialdéhyde] (umol/L) = 0,413 /1,56. 10°. 1 = 0,264. 10° mol /L = 2,647 umol/L.

V. Calcul statistique

Soit une série statistique {x1, x2, X3,............. xn} dont n appartient & N* (entiers

naturel non nul)

V.1. La moyenne arithmétique

M= xI +x2x3+....... +txn Y7 =1Xi

n

Dont :
m : la moyenne aréthmithique.
n : Peffectif de la série.

X : le caractere étudié.

V.2. La variance

_ B =1(-m)’

Dont :

v : la variance.
m : la moyenne aréthmethique.
n : Peffectif de la série.

X : le caractere étudié.
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V.3. L’écart type

Ou:
6 : I’écart type.

p - Lavariance.

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

Le test de Shapiro-wilk est basé sur la statistique W. En comparaison des autres
testes, il est particulierement puissant pour les petits effectifs (n < 50). La statistique du test

s'écrit :

[2E] o, o5 |7
B Zi=1al (x(n—l+1) x(l))
B Yi(xi —m)®

w
Ou

E] - la partie la partie entiére du rapport % .
ai : constantes correspondantes a une distribution normale.

m : la moyenne arithmétique.

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

R.C. : W < Wecrit

V.5. Test de Student (indépendant)

On étudie deux variables X et Y et on cherche a savoir si les deux observations de
taille nX et nY, de moyennes observées mX et mY et de variances observées s°X et s2Y

issues respectivement d'une population de moyenne uX et de variance 6°X et d'une
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population de moyenne u¥ et de variance #°Y, proviennent de la méme loi théorique de
moyenne u. Les hypothéses sont:
HO : pX = pY et le traitement n’a pas d’effet.

HI1 : uX # puY et le traitement a provoqué un changement.

Pour nX < 30 ou nY < 30, et ¢°X = 6°Y, la statistique du test est :

La variance commune estimée :

ny S%\;+ ny Slz/
S=
ny+ ny— 2
Le test de Student :
o= | my —my |
obs — 1 1
PR + R
ny ny
Dont :

Mx : la moyenne aréthmethique de I’observation X.
My : la moyenne aréthmethique de 1’observation Y.
s : la variance commune estimée.
Ny : I’effectif de I’observation X.
Ny : Peffectif de ’observation Y.
s?X : la variance de I’observation X.

s?Y : la variance de I’observation Y.

On compare le tops avec ty, de la table de Student avec un pourcentage d’erreur o=
5% et un degre de liberté ddl =nl +n2 - 2:

o Si tops <ty : HO est retenue, la différance est non significative et le traitement n’a

pas d’effet.
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e Sityys > tin - H1 est retenue, la différance est significative et le traitement a un
effet.

V.6. Test de Fisher

Il sert a vérifier I'égalité de deux variances (homoscédascticité). Les hypotheses du test
sont :

Ho: 52)( = 62Y
Hi: 0% # 2y

La statistique du test est :

— nx
I:obs— n_ o

Dont:
Ny : Peffectif de I’observation X.
Ny : I’effectif de I’observation Y.
s?X : la variance de 1’observation X.
s?Y : la variance de I’observation Y.

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

e Si Foys < valeur seuil: Hq est retenue, la différance entre les variances des deux

observations n’est pas significative.

e Si Fobs > valeur seuil: H1 est retenue, la différance de variance des deux
observations est significative.



Tableau XI : table de Student

Avec a est le pourcentage d’erreur et v est le degré de liberté.
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N T 090 [ 0300 [ 0300 020 0100] 0050 [ 002 [ o010 [ o000
1 {0,158 | 1,0000 [ 1,9626 | 3,077 | 6,3138 | 12,7062 | 31,8205 | 63,6567 | 636,6193
2 10,1421 | 0,8165 | 1,3862 | 1,8856 | 2,0200 | 4,3027 | 69646 | 9,928 | 31,5001
3 10,1366 | 0,7649 | 1,2498 | 16377 | 2.3534 | 3,1824 | 45407 | 58400 | 12,9240
4 10,1338 | 0,7407 | 1,1896 | 1,5332 | 21318 | 27764 | 37469 | 46041 | 86103
5 10,1322] 0,7267 | 1,1558 | 14750 | 2,0150 | 2,5706 | 33649 | 40321 | 68688
6 0,311 ] 07176 | 1,1342 | 14308 | 1,0432 | 24460 | 31427 | 37074 | 59588
7 10,1303 | 07111 | 1,1102 | 14140 | 18046 | 2,3646 | 29080 | 34995 | 54079
& | 01997 | 07068 | 11081 | 12068 | 18505 | 22060 | 28065 | 23554 [ sod12
0 10,1293 | 0,707 | 1,0007 | 13830 | 18331 | 22622 | 28214 | 32498 | 4,780
10 | 0,128 | 0,6008 | 1,0031 | 1,3722 | 1,8125 | 2,2281 | 2,7638 | 3,1603 | 4,5869
11 | 0,1286 | 0,6974 | 1,0877 | 1,3634 | 1,705 | 22010 | 27181 | 3,1058 | 44370
12 10,1283 | 0,6055 | 1,0832 | 13562 | 17823 | 2,178 | 26810 | 30545 | 43178
13 10,1281 | 0,6038 | 1,0795 | 13502 | 1,700 | 2,604 | 2,6503 | 30123 | 42208
14 {0,128 | 0,6024 | 10763 | 1,450 [ 1,7613 | 2,1448 | 2,6245 | 20768 | 4,1405
15 |0,1278 ] 0,6012 | 1,0735 | 1,3406 | 1,7531 | 2,1314 | 2,6025 | 29467 | 4,0728
16 10,1277 | 0,6001 | 1,0711 | 1,3368 | 1,7450 | 2,1190 | 2,5835 | 2,0208 | 4,0150
17 10,1276 | 0,6892 | 1,0690 | 13334 | 17396 | 2,1008 | 25669 | 2,8082 | 39651
18 [ 0,1274 | 0,6884 | 1,0672 [ 1,3304 [ 1,7341 | 2,1000 | 25524 | 28784 | 39216
19 10,1274 | 0,6876 | 1,0655 | 1,3277 | 1,7201 | 2,0030 | 2,5395 | 2,8600 | 38834
% 10,1273 | 0,6870 | 1,0640 | 1,3253 | 1,7247 | 2,0860 | 2,52%0 | 28453 | 38495
21 | 0,272 0,6864 | 1,0627 | 1,3232 | 1,7207 | 2,0796 | 25176 | 28314 | 38193
2 10,1271 | 0,6858 | 1,0614 | 1,3212 | 1,7171 | 2,0730 | 25083 | 28188 | 3,7921
23 10,1271 | 0,6853 | 1,0608 | 1,3195 | 1,7139 | 2,0687 | 2.4999 | 28073 | 3.7676
2 |0,1270 | 0,648 | 1,0503 | 13178 | 1,7100 | 2,0630 | 2,4022 | 2,7060 | 3,7454
25 10,1269 | 0,6844 | 1,0584 | 1,3163 | 1,7081 | 2,0505 | 24851 | 27874 | 3,7251
% | 0,1260 | 0,6840 | 1,0575 | 13150 | 1,7056 | 2,0855 | 24786 | 27787 | 3,7066
21 | 0,1268 | 0,6837 | 1,0567 | 1,3137 | 1,7033 | 2,018 | 24727 | 27707 | 3,6806
2R 10,1268 | 0,6834 | 1,0560 | 1,3125 | 1,7011 | 2,0484 | 24671 | 27633 | 36739
% 10,1268 | 0,6830 | 1,0553 | 1,3114 | 1,6901 [ 2,0452 | 24620 | 27564 | 3,6504
3 |0,1267 [ 0,6828 | 1,0547 | 1,3104 | 1,6073 | 2,0423 | 24573 | 27500 | 3,6460
40 | 0,1265 | 0,6807 | 1,0500 | 1,3031 | 16830 [ 2,0211 | 24233 | 27045 | 35510
60 | 0,1262 | 0,6786 | 1,0455 | 1,2058 | 1,6706 | 2,0003 | 2,3001 | 26603 | 34602
0 | 0,1261 | 0,6776 | 1,0432 | 12022 | 1,6641 [ 1,001 | 2,3730 | 26387 | 34163
120 | 0,1250 | 0,6765 | 1,0400 | 1,2886 | 1,6577 | 1,0700 | 23578 | 26174 | 33735
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Tableau XII : table de Fisher
vl est le nombre de ddl du numérateur avec a= 0,05.

V2 est le nombre de ddl du dénominateur avec a= 0,05.

|1 2 3 1 5 6 s [0 [ 15 2030 ] «

1| 161 | 200 | 216 | 225 | 230 | 234 | 239 | 242 | 246 | 248 | 250 | 254
2185|190 192|192 | 19,3 | 193 | 194 | 194 | 194 | 194 | 195 | 19,5
3| 101|055 | 928 | 012|001 | 804|885 |879 870|866 862|853
4| 771|694 | 659 | 630 | 626 | 6,16 | 6,04 | 596 | 58 | 580 | 575 | 5,63
5| 661|579 | 541 | 5,10 | 5,05 | 495 | 4,82 | 4,74 | 4,62 | 4,56 | 4,50 | 4,36
6| 500|514 | 4,76 | 453 | 439 | 428 | 4,15 | 4,06 | 3,04 | 3,87 | 3,81 | 3,67
7| 550 | 474 | 435 | 4,12 | 397 | 387 | 3.73 | 3.64 | 3,51 | 3,44 | 338 | 3,23
8| 532|446 | 4,07 | 3,84 | 3.69 | 358 | 344 | 335 | 3,22 | 3,15 | 3,08 | 2,03
0| 512|426 | 3,86 | 3,63 | 348 | 337 | 3.23 | 3,14 | 3,01 | 2,94 | 2.86 | 2,71
10 | 4,96 | 4,10 | 3,71 | 348 | 333 | 3.22 | 3.07 | 2,08 | 2,85 | 2,77 | 2,70 | 2,54
11| 4,84 | 308|350 (336|320 300/ 205|285 272265257 240
12 | 4,75 | 3,80 | 340 | 326 | 3,11 | 3.00 | 285 | 2,75 | 2,62 | 2,54 | 247 | 2,30
13 | 4,67 | 3,81 | 3.41 | 3,18 | 3,03 | 2,02 | 277 | 2,67 | 2,53 | 2,46 | 2.38 | 2,21
14 | 4,60 | 3,74 | 3,34 | 3,11 | 2,96 | 2,85 | 2,70 | 2,60 | 2,46 | 2,30 | 2,31 | 2,13
15 | 4,54 | 3,68 | 3,20 | 3,06 | 2,00 | 2,70 | 264 | 2,54 | 2,40 | 2,33 | 2,25 | 2,07
16 | 4,49 | 3,63 | 324 | 3,01 | 2,85 | 274 | 2,50 | 2,49 | 2,35 | 2,28 | 2,19 | 2,01
17 | 445 | 350 | 320 | 2,96 | 2,81 | 2,70 | 2,55 | 2,45 | 2,31 | 2,23 | 2,15 | 1,96
18 | 4,41 | 355 | 3,16 | 2,93 | 2,77 | 2,66 | 2,51 | 2,41 | 2,27 | 2,00 | 2,11 | 1,92
19 | 4,38 | 352 | 3,13 | 2,90 | 2,74 | 2,63 | 2,48 | 2,38 | 2,23 | 2,16 | 2,07 | 1,88
20 | 4,35 | 349 | 3,10 | 2,87 | 271 | 2,60 | 2,45 | 2,35 | 2,20 | 2,12 | 2,04 | 1,84
22 | 4,30 | 344 | 3,05 | 2,82 | 2,66 | 2,55 | 2,40 | 2,30 | 2,15 | 2,07 | 1,98 | 1,78
24 | 4,26 | 340 | 3,01 | 2,78 | 2,62 | 251 | 2,36 | 2,25 | 2,11 | 2,03 | 1,904 | 1,73
26 | 4,23 | 337 | 2,08 | 2,74 | 2,59 | 247 | 232 | 2,22 | 2,07 | 1,99 | 1,90 | 1,60
28 | 4,20 | 334 | 2,95 | 2,71 | 256 | 245 | 2,20 | 2,19 | 2,04 | 1,96 | 1,87 | 1,65
30 | 4,17 | 332 | 2,02 | 2,60 | 2,53 | 242 | 2,27 | 2,16 | 2,01 | 1,93 | 1.84 | 1,62
10 | 4,08 | 323 | 2,84 | 2,61 | 245 | 234 | 218 | 2,08 | 1,92 | 1,84 | 1,74 | 1,51
50 | 4,03 | 3,18 | 2,79 | 2,56 | 2,40 | 220 | 2,13 | 2,03 | 1.87 | 1,78 | 1,60 | 1,44
60 | 4,00 | 3,15 | 2,76 | 2,53 | 2.37 | 225 | 2,10 | 1,99 | 1,84 | 1,75 | 1,65 | 1,30
80 | 3,96 | 3.1 | 2,72 | 240 | 2,33 | 221 | 2,06 | 1,95 | 1,79 | 1,70 | 1,60 | 1,32
100 | 3,04 | 3,00 | 270 | 246 | 2,31 | 2,19 | 2,03 | 1,03 | 1,77 | 1.68 | 1,57 | 1,28
v | 384 300|260 | 237 | 221 | 210 | 194 | 1,83 | 1,67 | 1,57 | 1,46 | 1,00
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Tableau XI11 : Table des valeurs limites de Shapiro-Wilk a 1% et 5% d’erreur

n = la taille de 1’échantillon

n 5% 1%

3 0.767 | 0.753
4 0.748 | 0.687
5 0.762 | 0.686
(8] 0.788 | 0.713
r 0.803 | 0.730
a8 0.818 | 0.749
o 0.829 | 0.764
10 0.842 ] 0.781
11 0.850 | 0.792
12 0.859 | 0.805
13 0.856 | 0.814
14 0.874 | 0.825
15 0.881 | 0.8B35
16 0.887 | 0.844
17 0.892 | 0.851
18 0.897 | 0.858
19 0.901 | 0.863
20 0.905 | 0.868
21 0.908 | 0.873
22 0,911 | 0.878
23 0,914 | 0.881
24 0,916 | 0.884
25 0,918 | 0.888
26 0.920 | 0.891
27 0,923 | 0.894
28 0.924 | 0.896
29 0.926 | 0.898
30 0,927 | 0.900




Tableau VII : Résultats des solutions de la gamme d’étalon.

ANNEXE I

Solution 1 Solution 2 Solution 3
concentration 10 5 2,5
DO 0,43 0,21 0,12

Figure 7 : Courbe d’étalonnage de la vitamine C.

DO y=0,0417x + 0,01
2 =
0,5 R*=0,9978
0,4 —
o 0,3
a
0,2 /
e *DO
0,1
0
0 2 4 6 8 10 12
concentration(pug/ml)

Tableau XIV: Valeurs pondérales moyennes des souris femelles témoins et traitées

par spinosad et I’acétamipride.

Souris Poids corporel a JO | Poids corporel a J9 | Poids corporel a J18
(9) (9) (9)
Témoins 27,00+ 2,18 27,718 £1,72 27,11 +1,69
Traitées par 26,00 £ 1,10 23,50 + 1,87 25,00 £ 2,10
SPD
Traitées par 27,20 = 2,20 27,10 £1,97 27,10+ 2,18

ACE
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Tableau XV: Poids corporel des souris femelles témoins.

Souris Poids corporel a JO | Poids corporel a J9 Poids corporel a J18
(9) (9) (9)

1 29 28 28

2 29 30 29

3 23 24 24

4 29 27 26

5 26 28 28

6 29 29 28

7 27 29 26

8 26 28 29

9 25 27 26

Moyenne 27,00 27,718 27,11

Ecart type | 2,18 1,72 1,69

Tableau XVI : Poids corporel des souris femelles traitées par spinosad.

souris Poids corporel a Jo | Poids corporel aJg | Poids corporel a Jig
(9) (9) (9)

1 27 25 25

3 26 20 21

4 26 25 26

6 24 23 25

7 26 24 26

9 27 24 27

Moyenne 26,00 23,50 25,00

Ecart type 1,10 1,87 2,10

Tableau XVII : Poids corporel des souris femelles traitées par ’acétamipride.

Souris Poids corporel a J; | Poids corporel a Jg | Poids corporel a Jig
9 9) (9)

1 29 30 29

2 30 29 29

3 23 23 23

4 29 28 30

5 28 27 27

6 27 28 27

7 29 27 28

8 26 25 27

9 25 27 24

10 26 27 27

Moyenne 27,20 27,10 27,10

Ecart type 2,20 1,97 2,18
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Tableau XVIII : Valeurs moyennes de la vitamine C chez les souris femelles témoins

et traitées par spinosad et ’acétamipride.

Souris Vit C plasmatiques
(Hg/ml)
Témoins 6,97 £ 3,39
Traitées SPD 5,04 + 0,41
Traitées ACE 5,09 + 0,39

Tableau XIX : Valeurs de la vitamine C (ug/ml) chez les souris femelles témoins et

traitées par ’acétamipride.

Souris témoins Traitées ACE
1 4,63 477
2 11,77 4,99
3 4,51 5,52
Moyenne 6,97 5,09
Ecart type 3,39 0,39
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Tableau XX : Valeurs de la vitamine C (ug/ml) chez les souris femelles traitées par

spinosad.
souris Traitées par SPD
3 4,92
7 5,59
9 4,60
Moyenne 5,04
Ecart type 0,41

Tableau XXI: Valeurs moyennes du pouvoir antioxydant total du plasma chez les

souris femelles témoins et traitées par spinosad et ’acétamipride.

Souris ORAC (UI)
Témoins 0,48+ 0,10
Traitées SPD 0,73+ 0,14
Traitées ACE 0,57+ 0,03

Tableau XXI1: Valeurs du pouvoir antioxydant total du plasma (Ul) chez les souris

femelles témoins et traitées par ’acétamipride.

Souris

témoins

Traitées ACE

0,367

0,556




ANNEXE I

5 0,568 0,598
6 0,517 0,546
Moyenne 0,484 0,567
Ecart type 0,104 0,028

Tableau XXI11 : Valeurs du pouvoir antioxydant total du plasma (Ul) chez les souris
traitées par SPD.

souris Traitées par SPD
3 0,580
7 0,755
9 0,848
Moyenne 0,728
Ecart type 0,136

Tableau XXIV : Valeurs moyennes du malondialdehyde (umol/L) chez les souris

femelles témoins et traitées par spinosad et 1’acetamipride.

Souris MDA (umol/L)
Témoins 1,890+0,14
Traitées SPD 2,47 + 0,27

Traitées ACE 2,17 +0,39
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Tableau XXV : Valeurs du malondialdéhyde (umol/L) chez les souris femelles traitées

par spinosad.

souris Traitées par SPD
3 2,65
7 2,16
9 2,60
Moyenne 2,47
Ecart type 0,27

Tableau XXVI : Valeurs du malondialdéhyde (umol/L) chez les souris femelles
témoins et traitées par ’acétamipride.

Souris témoins Traitées ACE
7 2,04 1,76
8 1,88 2,21
9 1,76 2,54
Moyenne 1,89 2,17
Ecart type 0,14 0,39
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