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Résumé

Résumé

La présente ¢étude pharmaco-toxicologique a porté sur 1’é¢tude de la neurotoxicité d’un
médicament vétérinaire «la doramectine » administré par injection sous cutanée
hebdomadairement pendant 28 jours a des lapins males d’une souche locale Oryctolagus
cuniculus. Les animaux traités ont été répartis en quatre lots (Témoins, Traité par la double
dose thérapeutique, Traité par 5x DT, Traité par 10x DT) afin d’évaluer 1’effet du traitement

sur I’histopathologie de cerveau et de cervelet.

L’exposition subaigué a la doramectine a provoqué des changements dégénératifs modérés a
séveres dans I’hippocampe et le cervelet chez les lapins de lots 3 et 4. Les coupes
histologiques de 1’hippocampe aprés administration d’une forte dose (10 mg/kg), ont
présentés une désorganisation des cellules nerveuses, un cedéme important avec congestion
des vaisseaux sanguins. Certains cellules nerveuses sont rétractées, d’autres sont éclatées. En
outre, il y avait un cedéme interstitiel, une rétraction et des dégénérescences des cellules de
Purkinje. L’analyse immunohistochimique du cervelet chez les lapins traités par la
doramectine a forte dose a montré de nombreux neurones avec une forte réaction immunitaire

positive a l'anticorps Bcl2 dans leur cytoplasme et leur noyau.

A Dissus de ces résultats, nous pouvons conclure que l'administration répétée de la
doramectine entraine des altérations histologiques au niveau de systéme nerveux central. Ces

altérations sont plus au moins importantes et s’accentuent en fonction de la dose administrée.

Mots clés : Doramectine, Toxicité subaigiie, Hippocampe, Cervelet, Etude histologique,

Etude immunohistochimique, Lapin.



Résumé

Abstract

The present pharmaco-toxicological study aims to evaluate the neurototoxicity of a veterinary
drug"doramectin" administered by subcutaneous injection for 28 days to male rabbits of local
strain “Oryctolagus cuniculus”. The treated animals were divided into four groups (Controls,
Treated by Double Therapeutic Dose, Treated by 5x TD, Treated by 10x TD) in order to

assess the effect of the treatment on the histopathology of brain and cerebellum.

The subacute exposure to doramectin caused moderate to severe degenerative changes in the
hippocampus and cerebellum in rabbits of group 3 and 4. Histological sections of the
hippocampus after administration of a high dose (10 mg / kg) have shown disorganization of
nerve cellular architecture, an important edema with the presence of congested blood
vessels.Some nerve cells are retracted, others are disrupted. In addition, an interstitial edema,
retraction and degeneration of Purkinje cells were noted. Immunohistochemical analysis of
the cerebellum in rabbits treated with high dose of doramectin revealed many neurons with a

strong positive response to the Bcl2 antibody in their cytoplasm and nucleus.

In conclusion, these results suggest that repeated administration of doramectin causes
histological alterations in the central nervous system. These alterations are less or more

important and increase according to the dose administered.

Keywords: Doramectin, Subacute toxicity, Hippocampus, Cerebellum, Histological study,

Immunohistochemical study, Rabbit.
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Listes des abbreviations.
A : groupe méthoxy en C5 (—OCH3)

B : groupe hydroxy en C5 (—OH)

1 : double liaison entre C22 et C23

2 : liaison simple entre C22 et C23 avec un groupe (—OH) en C23
a : une chaine secondaire butyle en C25

b : une chaine isopropyle en C25

Ac: Anti-corps

CA : Corne d’Ammon

GABA : Acide Gaba Amino Butirique
GD : Gyrus Denté

HE : Hématoxyline Eosine

IHC : L’immunohistochimie

LMc : Lactone Macrocyclique

Pgp : P-glycoprotéine

TBS : Tris Buffered Saline

SNC : Systéme nerveux central

UV : Ultra Violets
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Introduction

INTRODUCTION

De part de notre environnement, nous amenés a étre exposé¢ quotidiennement,
directement ou indirectement, a des substances exogenes d’origine diverses, appelés
xénobiotiques. Ces composés regroupent des produits naturels, des médicaments et des
polluants de I’environnement. Les étres vivants sont donc obligatoirement exposés a ces
composés et doivent étre capables de faire face a certaines de leurs propriétés potentiellement

déléteres (Allabi et al., 2012).

La santé humaine est indissociable de la sant¢ et de la production animale. C’est pourquoi
le médicament vétérinaire doit, tout en étant efficace et sans effet néfaste pour 1’animal,
garantir une parfaite innocuité pour le consommateur des denrées alimentaires issues des

animaux traités (OMS, 1999).

Les médicaments les plus souvent mise en cause en médecine vétérinaires sont les
antiparasitaires (Alabi et al., 2012). Les Lactones Macrocycliques forment une famille de
médicaments largement utilisée pour le controle des parasites. Ces molécules ont d’abord été
développées en thérapeutique vétérinaire et leur utilisation a été plus tard élargie a la
thérapeutique humaine. Ces xénobiotiques sont principalement utilisées comme médicaments
vétérinaires destinés aux animaux producteurs de denrées alimentaires et comme agents de
protection des végétaux dans le secteur agricole (Castanha Zanoli et al., 2012).

Les lactones macrocycliques rassemblent différentes molécules produites par la
fermentation d’actinomycetes du genre Streptomyces. Elles sont classées en deux groupes :
les avermectines avec l'ivermectine, la doramectine, I'éprinomectine, la sélamectine et les

milbémycines avec la moxidectine et la milbémycine oxime (Derlon, 2006).

La doramectine est un produit semi-synthétique qui présente une similitude structurale
avec l'abamectine et l'ivermectine. Le médicament est utilis€ pour le traitement des
ectoparasites ainsi que des endoparasites chez divers animaux. Les avermectines agissent par
effet GABA-mimétique. L’action des endectocides se manifeste par une inhibition de
I’activité électrique des cellules nerveuses des nématodes et celles des cellules musculaires
des arthropodes ; d’ou la paralysie flasque irréversible. Chez les mammiferes, Les récepteurs
GABA ne sont retrouvés qu’au niveau du systeme nerveux central, expliquant la toxicité
potentielle de ces molécules lorsqu’elles passent la barriére hémato-encéphalique (Schinkel et

al., 1994; Schinkel et al., 1996).
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L'utilisation de lactones macrocycliques chez des mammiféres en bonne santé ne semble
pas présenter de risques importants. Cependant, de nombreuses études ont montré que certains
de ces produits aient des effets néfastes sur le systéme nerveux, le foie, les reins et le systéme
reproducteur chez plusieurs espéces animales (Sakin et al., 2012 ; Khaldoun et al., 2013 ;
Zhu WJ. et al., 2013 ; Bedan al-Jassim, 2015 .

De plus, Trailovic et Varagie, (2007) a ajouté que les signes cliniques les plus notables
d'intoxication d’ivermectine chez les animaux domestiques et sauvages sont apparus sous la
forme d'une dépression de systéme nerveux central (SNC), coma et peuvent étre terminés par
la mort. Ming et al.,, (2013) ont montré que l'ivermectine induisait des changements
pathologiques comme la dégénérescence neuronale et la nécrose sur les tissus du cerveau

apres une exposition subchronique a différentes doses.

Le présent travail visait donc a évaluer la neurotoxicité subchronique de la
doramectine chez le lapin d’une souche locale« Oryctolagus cuniculus ». L’étude est basée
sur 1’analyse histologique et immunohistochimique de 1’hippocampe et le cervelet des lapins

traités.

Ce travail est subdivisé en trois chapitres essentiels. Le premier chapitre présente une
synthese bibliographique, dans laquelle on a rapporté des généralités sur le médicament, le
systeme nerveux central. Les résultats obtenues sont présentés et discutés dans le dernier
chapitre. Enfin, nous conclurons cette étude en mettant en lumicre les principaux résultats

obtenus et quelques perspectives.
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Chapitre I Rappels Bibliographiques

1. Généralités sur les lactones macrocycliques

1.1. Définition des lactones macrocycliques

Les lactones macrocycliques sont des composés produits naturels de fermentation de
bactéries vivant dans le sol appartenant au genre Streptomyces. Ils possédent une large marge
d’activité contre des parasites internes (endo parasites) et externes (ecto parasites) tels que les
nématodes (y compris le ver du coeur) et les arthropodes, respectivement (Burg et al., 1979 ;
Shoop et al., 1995 ; Sheriff et al., 2002 ; Bassissi et al., 2004). Les lactones macrocycliques
comprennent deux groupes principaux : les avermectines et les milbemycines.

Les avermectines comprennent principalement 1’ivermectine, 1’abamectine, Ia
doramectine, 1’éprinomectine et la sélamectine. Au groupe des milbemycines appartiennent la
moxidectine, la némadectine et la milbémycine-oxime.

1.2. Définition et origine des avermectines

Les avermectines sont des lactones macrocycliques isolées a partir d’un groupe de

composés produits a partir d’un bouillon de fermentation de la bactérie filamenteuse
Streptomyces avermitilis (Bloom et Matheson, 1993 ; Shoop et al., 1995 ; Losson, 1997).
Le terme avermectines signifie : a : anti, verm : ver, ect : ectoparasites et in : produit
pharmaceutique. L’innovation découle de la capacité des composés de cette famille a traiter et
a éliminé les endoparasites et ectoparasites (Richard et al., 1979 ; McKellar et Benchaoui,
1996).

Sa culture produit un complexe d’avermectines formé de 8 composés (4 majeurs :
Ala, A2a, Bla, B2a et 4 mineurs : Alb, A2b, B1b, B2b). L’ivermectine et I’eprinomectine
sont des dérives de ces composés (Goudie et al., 1993 ; Shoop et al., 2002 ; Yoon et al.,
2004).

Elles ont ét¢ introduites en thérapeutique vétérinaire en 1981, et constituent a ce jour la
classe thérapeutique la plus largement utilisée dans la lutte contre les parasites des bovins. De
nos jours, au-dela de leur utilisation en meédecine vétérinaire contre les endoparasites et
ectoparasites des animaux d’élevage et animaux domestiques, les avermectines sont
également utilisés en médecine humaine, notamment pour le traitement et la prévention de

I’onchocercose, et en agriculture comme pesticides (Omura et Crump, 2004).

-



Chapitre I Rappels Bibliographiques

2. Doramectine : un endectocide de la famille des avermectines
2. 1. Origine

Les avermectines sont des lactones macrocycliques naturellement produites par
fermentation de Streptomyces avermitilis, un actinomycete vivant dans le sol. Jusqu’a une
époque récente (1993), il n’y avait aucune nouvelle avermectine autre que celles
chimiquement dérivées des produits de fermentation initiaux. Cependant, un programme
d’amélioration de cultures a permis la production de nouvelles avermectines par biosynthése
mutationnelle. Tous ces composés ont été confrontés in vitro a une grande variété de parasites
et les meilleurs ont été testés in vivo sur des animaux de laboratoires. Parmi ces avermectines,
les plus prometteuses ont été étudiées par la suite chez les bovins. Sur la base de sa
pharmacodynamie et de sa pharmacocinétique, la doramectine a été choisie pour des essais
plus poussés (Goudie et al., 1993).
2.2. Structure chimique

Les avermectines appartiennent a la classe des lactones macrocycliques qui comporte 16
membres. Les avermectines sont produites par fermentation de Streptomyces avermitilis sous

la forme d’un mélange de huit composés : Ala, A1b, A2a, A2b, Bla, B1b, B2a et B2b.

e A : groupe méthoxy en C5 (—OCH3)
e B : groupe hydroxy en C5 (—OH)
1 : double liaison entre C22 et C23 »

2 : liaison simple entre C22 et C23 avec un groupe (—OH) en C23

e a:une chaine secondaire butyle en C25

b : une chaine isopropyle en C25

La doramectine est obtenue par syntheése biomutationnelle a partir d’une souche modifi¢e
de Streptomyces avermitilis incubée dans un milieu contenant, comme précurseur, 1’acide
cyclohexane carboxylique. La dénomination chimique de la doramectine est la suivante : 25-
cyclohexyl-5-O-demethyl-25- de (1-methylpropyl) avermectine Ala, mais elle est
communément décrite comme la 25-cyclohexyl avermectine B1. Elle posséde une double
liaison entre C22 et C23, et un constituant cyclohexyl lipophile en C25. La doramectine est
une poudre blanche a brunatre, dont la formule moléculaire est C50 H74 O14 pour un poids

moléculaire de 899,14 (Shoop et al., 1995) (Figure 1).

-
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HO,, Deuyx substituants

pyrannes

Figure 1 Structure chimique de la doramectine (Goudie et al., 1993)

2.3.Propriétés physico-chimiques

La doramectine est une molécule tres lipophile et neutre. Elle est insoluble dans I’eau,
mais soluble dans les solvants organiques. Sa liposolubilit¢ lui permettra une large
distribution dans 1’organisme.

Elle se caractérise aussi par une volatilité trés faible et une forte capacité de liaison aux
particules du sol et des bouses de par sa lipophilie. Elle est dégradée par le Soleil et est

biodégradable dans I’environnement (Fisher et al., 1992).

2.4. Propriétés pharmacologiques : activité biologique
2.4.1. Spectre d’activité et usage

Les macrolides antiparasitaires sont des molécules actives vis-a-vis de nombreux
endoparasites (les nématodes) et des ectoparasites (les arthropodes), d’ou leur dénomination
d’ « endectocides ». Ainsi la doramectine présente-elle un spectre d’activité étendu, avec une
action anthelminthique (strongles gastro-intestinaux et respiratoires, ascarides, trichures,
spirures et filaires ...) et une action insecticide-acaricide (certains acariens agents de gale,
diptéres agents de myiases) (Fisher et al., 1992).

La spécialité vétérinaire a base de doramectine est commercialisée par les laboratoires

Substituant benzofuranne

-
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Pfizer sous le nom dépos¢ de DECTOMAX®.On trouve deux formes galéniques de cette
spécialité : en solution injectable (doramectine : 1g, excipient huileux QSP : 100 mL) et en
préparation pour-on (doramectine : 5g, octanoate de cétéaryle : 160 mg, Thriéthanolamine :
0,5 mg, isopropanol QSP : 1 mL).
2.4.2. Mode d’action

Le mode d’action de la doramectine est celui de toutes les lactones macrocycliques.
Les avermectines agissent par effet GABA-mimétique (Pemberton et al., 2001; Turner,
1989). Les effets antiparasitaires connus sont : une paralysie des muscles pharyngiens et des
muscles somatiques du parasite ou de I’insecte. En effet, les LMs agissent sur la transmission
nerveuse en se fixant sur un récepteur au glutamate qui contrdle les canaux chlores. Elles
accroissent alors la perméabilit¢é des muscles de la membrane des cellules nerveuses a
proximité du récepteur GABA (Acide Gamma Amino Butyrique) et du récepteur aux
benzodiazépines dans le pharynx. Ce qui réduit le potentiel excitateur provoquant une
hyperpolarisation de la membrane cellulaire. Cette hyperpolarisation bloque toute activité
nerveuse et entraine une paralysie flasque (Arena et al., 1995; Hejmadi et al., 2000; Lamb

et al., 2003) (Figure 2).

L’action des endectocides se manifeste donc par une inhibition de I’activité €lectrique
des cellules nerveuses des nématodes et celles des cellules musculaires des arthropodes ; d’ou
la paralysie flasque irréversible. Chez les mammiféres, Les récepteurs GABA ne sont
retrouvés qu’au niveau du systeéme nerveux central (SNC), expliquant la toxicité potentielle de
ces molécules lorsqu’elles passent la barriere hémato-encéphalique (Li and Zhang, 1996 ;

Schinkel et al., 1994; Schinkel et al., 1996).

Prespeaptc rene endeg

Figure 2 Action de I’ivermectine sur les récepteurs a ’acide y-aminobutiyique (GABA)

dans la synapse interneuronique d’un parasite (Dourmisheyv et al. 2005)
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2.5.Propriétés pharmacocinétiques

La pharmacocinétique des avermectines dépend de leurs caractéres physico-chimiques telles
que la polarité et la lipophilie. Ils sont pratiquement insolubles dans 1’eau (6-9 pg/L), et cette
propriété leur confére une bonne absorption, une forte distribution et une longue rémanence
dans I’organisme (Sebbag, 2011).

2.5.1. Absorption

L’absorption de la doramectine est plus lente en solution huileuse qu’en en solution aqueuse
micellaire. La doramectine appliquée en Pour-on serait retenue dans certaines couches
cutanées et serait absorbée plus lentement que la doramectine administrée par voie sous-

cutanée (Toutain et al., 1997).

2.5.2. Distribution

La doramectine est une molécule lipophile, qui se distribue largement a partir du
compartiment sanguin, dans différents tissus, notamment dans le foie et le tissu adipeux, ce
qui participe a leur rémanence dans I’organisme, et ceci est dii a leurs propriétés lipophiles.
(Lifschitz et al., 2000).

2.5.3. Métabolisme

Dans I’organisme, les avermectines sont trés peu métabolisées ; la majorité du produit est
excrété sous forme inchangée. Cette excrétion est essentiellement fécale (~90%), et trés peu
urinaire (<2%) (Sarasola et al., 2002).

2.5.4. Stockage

La doramectine, molécule lipophile, est stockée dans le tissu adipeux qui agit comme un
réservoir a partir duquel elle est lentement relarguée. Cela expliquerait a la fois la persistance
de la doramectine dans 1’organisme et les périodes étendues de protection contre les

ectoparasites et les strongles gastro-intestinaux et respiratoires (Toutain et al., 1997).

2.5.5. Elimination
Le temps de demi-vie d'élimination est de 1'ordre de 3,8 jours. D’apres Traeder (1994), 14
jours apres une administration sous-cutanée de doramectine a des bovins, 87 % de la dose est

éliminée par la bile et les feces, et seulement 1 % par les urines.

-
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2.6.Toxicité des lactones macrocycliques endectocides

Les LMs présentent une faible toxicité aux doses thérapeutiques qui sont de I’ordre de 200 a
500 pg/kg en dose unique. L'utilisation de lactones macrocycliques chez des mammiféres en
bonne santé ne semble pas présenter de risques importants. Cependant, de nombreuses études
ont montré que certains de ces produits aient des effets néfastes sur le foie, les reins, le
systeme reproducteur, endocrinien, immunitaire et nerveux chez plusieurs espéces animales
(Arise and Malomo, 2009 ; Sakin et al., 2012 ; Ismail et al., 20013 ; Ming et al., 2013 ;
Khaldoun et al., 2013 ; Zhu WJ. et al., 2013 ; E1Zoghby et al., 20015 ; Bedan al-Jassim et
al., 2016, Mahmoud et al, 2017).

2.7. Impact de la doramectine sur I’environnement

Les caractéristiques physico-chimiques de la doramectine, en particulier sa volatilité
extrémement faible, sa faible solubilité dans 1’eau et sa forte capacité de liaison aux particules
du sol et des bouses, limitent trés fortement sa diffusion dans 1I’atmosphére et dans les eaux de
ruissellement ou souterraines. De plus, la doramectine est dégradée par les rayons ultra-
violets(UV) et les organismes telluriques, ce qui contribue a réduire encore la quantité de

résidus qui pourraient diffuser dans I’environnement aquatique (Alvinerie et al., 1999).

3. Systéme nerveux central

Le systeme nerveux central (SNC) se compose de I’encéphale et de la moelle épinicre.
L’encéphale peut lui-méme étre divisé en cerveau, qui correspond a la partie antérieur,
cervelet (petit cerveau), et tronc cérébral, en continuit¢é avec la moelle ¢épiniere
(TACHDJIAN et al., 2016).Le SNC recoit les informations et les intégre pour élaborer une
réponse. Il est impliqué dans les fonctions les plus complexes du systeéme nerveux, comme
I’apprentissage, mais aussi dans les aspects les plus ¢lémentaires comme les réflexes

(BEREZOWSKI et al., 2016) Figure 3.

-
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Figure 3 Schéma de I’organisation du systéme nerveux central (Tachdjian, 2016).

3.1. Cerveau

Le cerveau est logé dans la boite cranienne qui le protege des chocs (Cambier, 2008).
Il est appartient a I’encéphale, qui comprend le diencéphale, le tronc cérébral et le cervelet en
suspension dans le liquide céphalo-rachidien, un liquide amortisseur de chocs qui permet le
transport de molécules et la récupération des déchets (Pascal, 2010).

Le cerveau est divisé en deux parties I’hémisphére droit et 1’hémisphére gauche.
Chaque hémisphére commande une partie opposée du corps, I’hémisphere gauche gere le coté
droit du corps et inversement (Cambier, 2008 ; Peterson et al., 2015). L hémisphére gauche
est généralement associé a la logique et au langage, alors que le droit est le si¢ge des
intuitions, des émotions et du sens artistique (Bear et al., 2016). La surface des hémisphéres
est recouverte de cortex cérébral, c’est la substance grise car elle contient les corps cellulaires
des neurones. Le cortex est parcouru de circonvolutions, qui sont des replis du tissu cérébral
(Peterson et al., 2015).

Depuis la découverte du cerveau des mammiferes, il a été montré que la neurogénése
est principalement confinée dans deux structures du cerveau: le bulbe olfactif, premier relais
central de [D’information olfactive, et I’hippocampe, structure essenticlle dans la
mémoire(Gros, 2018).

3.1.1. Hippocampe
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L’hippocampe est une structure cérébrale qui compose la partie interne du cortex,
adjacente au cortex olfactif, chez les mammiféres supérieurs. Il est centre d’'un  réseau
neuronal complexe le mettent en contact avec de nombreuse structure cérébrales tel que
I’amygdale, le septum et le thalamus pour former le systéme limbique appelés « le berceau
des émotions » de plus, sa capacité de moduler sa morphologie en repense a des modifications
environnementales lui permet de jouer un role cruciales dans les processus de mémorisation et
d’apprentissage (NADAM, 2007).

A- Neuro-anatomie hippocampique

Chez les mammiferes supérieurs, 1’hippocampe est une petite structure allongg, bilatérale,
systémique, sous-corticale du SNC, enroulé sur elle-méme et occupant la partie interne de la
face médiane du lobe temporal. Il est constitue avec I’amygdale, le septum et le thalamus, 1’un
des ¢éléments principaux du systeme limbiques. Ce dernier joue un role important dans les
processus émotionnels, d’apprentissage et de mémorisation (PERNOT, 2009).

L’hippocampe est formé de deux couches neurales interconnectées en forme de U inversé,
le gyrus denté¢ (GD) et le corne d’ammon (CA), subdivisé-elle méme en trois régions (CAl,

CA2, CA3) (PERNOT, 2009) (Figure 4).

0
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Figure 4 Situation anatomique et cyto-architecture de I’hippocampe (Mikula et coll ;

2006).

(A), vue latérale du cerveau de mammifére et délimitation des lobes principaux : le lobe principale est indiqué en vert. (B),
localisation de I’hippocampe, en rouge, au sein du cerveau de mammifére en vue ventrale. (C), coupe frontale d’un cerveau
d’un mammiféreen coloration de Weil. La structure hippocampique, cadre rouge est grandie (D) et permet la visualisation des
différentes couches cellulaires. (E), relais synaptique au sein de 1’hippocampe : les afférences du cortex entorhinal (ENT)
contactent le GD et CA3 par la voie performante (VP) ; les axones de cellules granulaires du GD, les fibres moussues (FM),
innervent également la région CA3, les collatérales des cellules pyramidales de CA3, les collatérales de schaffer (sh),
innervent également la région pyramidales de CA1 ainsi que I’hippocampe controlatéral par les fibres commissurales (FC),
finalement les cellules, finalement les cellules de CA1 et CA3 innervent la région de subiculum(SUB) en subi-direction du

cortex entorhinal.
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B. Organisation cellulaire

B.1. Gyrus dentelé

Le gyrus dentelé se compose de trois couches cellulaires : la couche moléculaire (ou
dendritique), la couche granulaire (ou principale) et la couche polymorphique (ou la

région du hile). Les principaux neurones du gyrus dentelé sont les cellules granulaires.
(Amaral et Witter, 1989; Johnston et Amaral, 1998) ;ces cellules relativement petites (8-12
um de diameétre) et possédent deux dendrites principales se ramifiant en de nombreuses
branches fines et couvertes d’épines dans la couche moléculaire sus-jacente, qui est
principalement acellulaire(couche moléculaire)(Amaral et Witter, 1989; Freund et Buzsaki,
1996; Johnston et Amaral, 1998). La couche polymorphique posséde pour sa part, plusieurs
types de cellules.Parmi celles-ci ; les cellules moussues, qui regoivent des contacts des fibres
moussues, et les cellules polymorphiques qui sont comme leur nom I’indique(Amaral et
Witter, 1989 ; Johnston et Amaral, 1998).

B.2. Corne d’Ammon

La corne d’Ammon peut clairement étre subdivisée en deux régions : une région composée de
larges cellules, proche du gyrus dentelé, et une région constituée de plus petites cellules et
située plus distalement, a la jonction avec le subiculum (Ramén y Cajal, 1911).

Au niveau histologique, la corne d’Ammon peut étre divisée en trois parties, en fonction
notamment de la taille des cellules, de la densité cellulaire, ainsi que des connections
synaptiques : CAl, CA2, CA3. Les cellules composant majoritairement la CA sont les
neurones pyramidaux, correspondant a des excitateurs glutaminergiques, nommés ainsi en
raison de leur forme. Les régions CA2 et CA3sont formées de neurones plus larges, mais
moins condensés que la région CAl. Le GD est composé majoritairement de neurones
granulaires projetant desaxones appelés fibres mousses vers la région CA3(LAFAIX, 2013).
(Figure 5).

0
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Figure 5 Coupe sagittale de cerveau montrant les différentes zones de la formation

hippocampique chez les mammiféres (Coloration de Nissl).(Institut des neurosciences Paris-

Saclay, 2018).

L’hippocampe est divisé¢ au niveau morphologique en deux structures en U inversés: la corne d’Ammon (CA) et le Gyrus
Denté (DentateGyrus, DG).
CALl; CA2; CA3: subdivisions histologiques 1, 2 et 3 de la Corne d’Ammon (CA)

3.2. Cervelet

Le cervelet se trouve dans la fosse postérieure sous les lobes occipitaux du
télencéphale. Comme pour le télencéphale, la surface du cervelet possede des sillons et des
circonvolutions qui sont cependant de plus petite taille. Sa partie centrale, le vermis
cérébelleux, relie les deux hémispheres cérébelleux situés de part et d’autre, dont la surface
présents des fines scissures et des cinconvolutions. A la surface du cervelet, on trouve un
cortex de substance grise de 1mm d’épaisseur (Menche, 2009)et d’un cceur centrale de
substance blanche contenant quatres paires de noyaux (Low, Health, 2010).

En dessous se trouvent, comme dans les hémisphéres, les fibres nerveuses de la
substance blanches, dans laquelle sont incluses des zones de substance grises que sont les
noyeux cérébelleux. Le cervelet est relié par des voies ascendantes et descendantes avec la

moelle spinale, le diencéphale et par, I’intermédiaire du pont, avec les hémisphéres et 1’organe
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de I’équilibre. Ces liaisons permettent au cervelet de jouer son role de centre de coordination
et de motricité (Menche, 2009).

Le cervelet, qui coordonne I’activité musculaire et permet le maintien de la posture et
de I’équilibre, les fibres afférentes et efférentes partent vers le tronc cérébral ou en arrivent
par I’intermédiaire des pédoncules cérébelleux inferieurs, la protubérences et le mésencéphale
(Low, Health, 2010). Le cervelet régule, par le biais des fibres du systéme extrapyramidal et
en lien avec le télencéphale, le tonus musculaire de base et synchronise les mouvements entre
eux. A 1’aide des informations en provenance de I’organe de 1’équilibre, il commande les

positions du corps afin de maintenir son équilibre (Menche, 2009) (Figure 6).

Figure 6 Cervelet (a)HEx4(b)HE*x20 (¢)HEx320(Weather, 2010).

a) le cortex cérébelleux forme une série de plis profonds foli¢ ou lame soutenues par une médullaire centrale
ramifiée M de substance blanche.

b) le cortex est constitué de trois couches. La couche moléculaire CM, externe, contient de relativement peu de
neurones mais de nombreuses fibres amyéliniques. La couche granulaire CG (couche des grains), interne, est trés
cellulaire. Entre les deux, on trouve une assise de volumineux neurones appelées cellule de Purkinje P.

Les cellules de Purkinje P sont observables a plus fort grocissements sur la photographie (c) ; elle posséde un

corps cellulaire énorme, un axone relativement fin descendant a travers la couche granulaire CG et un systéme

dendritique extrément ramifié¢ qui s’arborise dans la couche moléculaire externe CM.
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Notre étude porte sur la recherche d’une toxicité subaigiie de la doramectine a raison de trois
doses (0.4mg/kg, 1 mg/kg, 2 mg/kg) administrées une fois par semaine par voie sous cutanée
pendant 28 jours chez des lapins males. Notre expérimentation a été réalisé durant la période

allant du mois de Mars jusqu’au mois de Juin 2018, au niveau des laboratoires suivants :

» L’animalerie de I’institut SAIDAL de Médéa
» Laboratoire d’anatomie pathologie CHU Parnet, d’ Alger

I1.1. Matériel
IT .1.1. Matériel biologique

La présente étude est réalisée sur 16 lapins males adultes de souche locale Oryctolagus
cuniculus, provenant de 1’élevage de I'ITELV, Alger, et ayant un poids corporel moyen de

2Kg. Ces animaux ont eu acces a la nourriture et a 1’eau ad libitum.

II.1.1.1. Taxonomie du lapin

Selon Grasse, (1949) ct Lebas et al., (1984), la systématique du lapin est la suivante :
Régne : Animal

Embranchement : Vertébrés

Classe : Mammiferes

Ordre : Lagomorphes

Famille : Léporidés

Genre : Oryctolagus

Espéce : Oryctolagus cuniculus

I1.1.2. Matériel non biologique

Au cours de cette expérimentation, le produit testé est un médicament vétérinaire
anthelminthique de la famille des avemectines, son nom commercial est le Dectomax®
(Doramectine). Le reste du matériel non biologique utilisé a savoir, appareillage, réactifs et

verrerie de laboratoire...ect est mentionné dans 1’annexe.
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11.2. Méthodes

Les lapins males codifiés de facon spécifique ont été répartis en 4 1 groupes contenant un

nombre de lapin de 4 par groupe et répartis comme indiqué dans le tableau ci-apres :

Tableau I Répartition des lapins par lot

Nombre de lapins Traitement

Groupe I : Témoin 4 0.9% NaCl

Groupe II : Traité 1 0.4 mg/kg de la doramectine

4
Groupe I1I : Traité 2 4 1 mg/kg de la doramectine
4

Groupe VI : Traité 3 2 mg/kg de la doramectine

I1.2.1. Sacrifice des animaux et prélévement des organes

A la fin de la période du traitement, les lapins des 4 lots sont mis a jeun pendant une nuit. Les
organes cibles (cerveau et cervelet) sont prélevés soigneusement, ils sont ensuite mis dans des
piluliers contenant un liquide de fixation le formol a 10% pour leur fixation dans un état aussi

proche que possible de 1’état vivant (Figure 7).

Figure 7 Sacrifice et Dissection du lapin (Original)
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11.2.2. Etude histologique

+ Fixation et ringcage

Le but de cette étape est de fixer le tissu dans 1’état le plus proche de son état initial et de
garder sa structure morphologique et son intégrité chimique. Apres les prélévements, les
organes sont fixés dans le formol a 10% pendant 48 heures. A la fin de la fixation, les organes
sont déposés dans des cassettes en plastique qui sont marquées par un crayon qui permet ainsi

de les identifiées.
+ Déshydratation des échantillons et éclaircissement

La déshydratation se fait grace a un automate de déshydratation (Figure 8) qui fait immerger
les échantillons dans des bains d’éthanol a concentration croissante (70°, 95° et 100°), puis
dans des bains de xyléne. Au fur et @ mesure de leur infiltration par ce solvant (xyléne), les
tissus ont tendance a s’éclaircir : cette étape est donc parfois appelée éclaircissement ou

clarification.
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Figure 8 Automate de déshydratation (Originale)

+» Imprégnation

A la fin de I’étape de déshydratation, les organes sont plongés dans deux bains successifs de

paraffine durant 1h30 chacun a 58°C.
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¢ Inclusion des échantillons (enrobage)
L’inclusion est réalisée selon les étapes suivantes :

e Ecoulement de la paraffine fondue dans des moules métalliques.

e Inclusion et orientation des pi¢ces dans la paraffine.

e Placement des cassettes

e Refroidissement des blocs de paraffine sur une plaque métallique réfrigérée environ 10

minutes

¢ Confection des coupes
Des coupes transversales de 3 pm d’épaisseur sont réalisées a partir des blocs a I’aide d’un
microtome de type Leica (Figure 9). Les rubans sont étalés dans un bain marie (40°C),
récupérés et collés sur des lames propres, puis séchés dans une étuve réglée a 37°C pendant

24 heures.

Figure 9 Microtome de type Leica (Originale)

¢ Déparaffinage et réhydratation

Les colorants les plus utilisés en histologie sont aqueux et ne peuvent donc pas agir sur un
tissu saturé en paraffine, il faut donc les déparaffiner et les réhydrater. Le déparaffinage est
effectué par un passage des coupes dans un bain de xyléne pendant 30 min. L hydratation est

ensuite effectuée par un passage dans un bain d’alcool 100° pendant 10 minutes.




Chapitre 11 MATERIEL ET METHODES

%+ Coloration des lames a I’hématoxyline éosine (HE)
Principe et protocole :
La coloration HE est une coloration histologique topographique, associe une coloration
nucléaire par ’hématoxyline de Harris a une coloration des cytoplasmes et du collagéne par
I’éosine. Cette coloration a été effectuée selon le protocole suivant :

- Un bain d’hématoxyline de Harris (un colorant basique nucléaire) pour la coloration

des noyaux en bleu pendant 5 minutes.
- Ringage a I’eau courant pour le lavage des lames.
- La coloration avec 1’éosine (un colorant acide cytoplasmique) pendant 2 & 3 minutes.

- Ringage a I’eau courant pour le lavage des lames (Figure 10)

Figure 10 Coloration HE

** Montage

Les lames sont montées pour préserver les colorations. Elles sont déshydratées grace a des
bains de xyléne, puis on colle des lamelles de verre par-dessus grace a des résines
synthétiques comme 1’Eukitt afin de préserver les préparations. Les lames ainsi montées sont
prétes pour l’observation microscopique, et pourront étre conservées pendant plusieurs

années.

X
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¢ Observation microscopique

L’observation microscopique des lames a été faite a I’aide d’un microscope photonique de

«Leicay, a différents grossissements Gx4, Gx10, GX 40 .

11.2.3. Etude Immunohistochimique
¢ Principe

L’immunohistochimie ( IHC), désigne la méthode de localisation des protéines situées dans
les cellules d’un tissu, elle consiste a détecter le site de la liaison d’un anticorps spécifique
avec la protéine contre laquelle il est dirigé. IHC peut étre réalisé sur des coupes de tissu
congelés ou fix¢ et inclus en paraffine.

** Mode opératoire
1. Préparation du tissu
La préparation du tissu se fait de la méme fagon que la technique HE allant de la fixation des
prélévements a la confection des coupes avec microtome. Aprés rabotage des blocs et
obtention de ruban entre 4 & Sum d’épaisseur. Les coupes ont été¢ ramollies a la surface d’un
bain marie régulé a 40°c puis recueillies sur des lames silanisées préalablement numérotées.
2. Déparaffinage
Cette ¢tape consiste a I’incubation des lames dans une étuve entre 37° et 40°C pendant toute
la nuit ou pendant 1 a 2 heures a 60°. Apres, les lames sont plongées dans une batterie de 08

bacs de réhydratation (Figure 11) (Tableau II)

Tableau || Etape de déparaffinage

Solution Durée
1 | Xyléne 10 min
2 | Xyléne 10 min
3 | Alcool 10 min
4 | Alcool 10 min
5 | Alcool 5 min
6 | Alcool 5 min
7 | Alcool 1 min
8 | Eau distillée (blanchissement) Smin

.
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Figure 11 La batterie de 8 bacs

3. Démasquage thermique

-Les lames sont placées dans une solution pH 6 (citrate), puis mis dans un bain marie a 80-
90° C pendant 50 min au maximum.

- Refroidissement des lames pendant 20 min.

- Ringage au TBS (Tris Buffered Saline) pendant 1 min.

- Encercler les coupes histologiques par Dako pen (pour diminuer la quantité des solutions
utilisées et de traiter aisément plus d’une coupe sur une lame) et les remettre dans 1’eau

distillé pour qu’elles restent humides (Figure 12).

E
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Mettre leslames dans solution Incubation des lamesdans Refroidissement
tempon (PHE) l'incubateur

Ringcage au TBS
Cerclage desfragments par

Dako Pen

Figure 12 Etape de démasquage thermique

4. Blocage de peroxydase endogene

Elle consiste a verser quelques gouttes de peroxydase sur toutes les coupes et laisser réagir
pendant 10 min. Les lames sont ensuite rincées dans deux bacs de TBS pendant 5 min chacun
pour éliminer la peroxydase endogene. Egoutter les lames verticalement.

5. Marquage a Ac primaire

Quelques gouttes d’Ac primaire (Bcl2) sont versées sur les coupes séparément, on laisse
incuber jusqu'a 1 heure et les lames doivent étre recouvertes. Suivi par ringage dans 2 bains de
TBS (5 min chacun).

6. Révélation par le systtme HRP

Quelques gouttes d’Ac secondaire sont ajoutées, les lames doivent étre recouvertes et laisser
incuber pendant 30 min. Ensuite, les lames sont plongées dans un bain de TBS pendant (5

minX 2).

E



Chapitre IT MATERIEL ET METHODES

7. Application de polymére
Quelques gouttes de polymeére sont ajoutées pendant 30 min puis un ringage au TBS a été

réalisé (SminX 2)

8. Application du chromogene DAB
Appliquer suffisamment en solution de la préparation suivante (50 ul de diluant dans 1 ml de
DAB) puis recouvrir les ¢léments histologiques, laisser incuber 10 min et puis ringage au TBS

(5minx 3).

9. Contre coloration

Les lames sont immergées dans un bain d’Hématoxyline de Mayer qui colore intensément les
noyaux en bleu violacé mais aussi les cytoplasmes et le tissu de soutien pendant 2 min suivis
d’un ringage a I’eau de robinet (3 minX2) puis a l'eau distillée pendant 1 min . Ensuite les
immergées dans un bain contenant la préparation suivante (150 ul d'ammoniac + 200 ml d'eau

distillée) pendant 1 min.

10. Déshydratation et montage

Les lames sont plongées dans une batterie de 06 bacs (Tableau III), Puis on procéde au
montage lame-lamelle (Figure 13).

Tableau Il : Etape de déshydratation

Solution Durée
1 | Alcool 3 min
2 | Alcool 3 min
3 | Alcool 3 min
4 | Alcool 1 min
5 | Xylene 3 min
6 | Xylene 3 min
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chambre humide

Disposition d’une goute du protéine Disposition de 'AC primaire (Bcl2)
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D’éhydratation 6 bacs

Le montage

Figure 13 Etapes de 'immunohistochimie (A, B, C, D)
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II1. Résultats et Discussion

I11.1. Histopathologie de I’hippocampe
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Figure 14 : (a et b) Structure histologique de ’hippocampe chez le lapin témoin
Coloration HE ; Grossissement : x 10 (a), x 40 (b)

TGS : Tissu Gliale de Soutien.

Figurel5 : (a et b) Structure histologique de ’hippocampe chez le lapin traité 1 (0.4
mg/kg)

Coloration HE ; Grossissement : x 10 (a), x 40 (b)

VC : Vaisseau Congestive, TGS : Tissu Congestive
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» Chez les lapins Témoins et Traités 1 (Faible dose)

L'examen microscopique des sections colorées HE de I’hippocampe du groupe I (t¢émoin) et du
groupe II (dose faible 0,4mg/kg) était similaire et montrait la structure normale bien connue de
I’hippocampe sans 1ésion visible (Figure 14, 15) respectivement. L'architecture de 1'hippocampe
entre les couches a été conservée. Les cellules nerveuses de I"hippocampe du groupe I et II sont
normales en termes de morphologie, d'arrangement et de distribution des cellules. De plus, une

congestion vasculaire discréte a ét¢ remarquée chez les lapins traités a faible dose.

&
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Figure 16 (a, b et ¢) Structure histologique de ’hippocampe chez le lapin traité 2 (1 mg/kg)
Coloration HE ; Grossissement :x 4(a), x 10(b), x 40(c)

(E I : (Edéme interstitiel, TGS : Tissu Gliale de soutien.

» Chez les lapins Traités 2 (Moyenne dose)

L’observation microscopique des coupes de I’hippocampe du groupe I1I (moyenne dose 1 mg/kg) a
révélé la présence de nombreuses cellules nerveuses rétractées et oedématiées, quelques 1ésions

¢videntes avec des halots clairs péricellulaires (Figure 16).
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Figure 17 (a, b et ¢) Structure histologique de ’hippocampe chez le lapin traité 3 (2 mg/kg)
Coloration HE ; Grossissement :x 4, x 10), x 40

A : Astrocyte, TGS : Tissu gliale de Soutien, (E : (Edéme, CNR : Cellule Nerveuse
Rétracté, VC : Vaisseau Congestive.

» Chez les lapins Traités 3 (Forte dose)

L'examen des coupes colorées HE obtenues a partir du groupe recevant une forte dose (2mg/kg) de
la doramectine (groupe III) a révélé des changements histologiques séveres de 1’hippocampe par
rapport au groupe témoin. Une désorganisation des cellules nerveuses, un cedéme important avec
congestion des vaisseaux sanguins a été remarqué. Certains cellules nerveuses sont rétractées,

d’autres sont éclatées (Figure 17).
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I11.2. Histopathologie de cervelet

Figure 18 (a et b) Structure histologique du cervelet chez le témoin
Coloration HE ; Grossissement : x 4 (a), x 10 (b)

A: Astrocyte, CG : Couche Granulaire, CM : Couche Moléculaire, P : Cellule de Purkinje.

Figure 19 (a et b) Structure histologique du cervelet chez le groupe traité 1 (0.4 mg/kg)
Coloration HE ; Grossissement : x 10 (a), x 40 (b)

CM : Couche Moléculaire. CG : Couche Granulaire, VC : Vaisseau Congestive. P : Cellule de
Purkinje. NP : Noyau de cellule de Purkinje.
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» Chez les lapins Témoins et Traités 1 (Faible dose)L’¢tude histologique menée sur le
cervelet chez les lapins témoins et les lapins traités a faible dose (0.4mg/kg) montre une
structure normale des trois couches corticales cérébelleuses: couche moléculaire (CM),
granulaire (CG) avec Alignement des cellules nerveuses de Purkinje qui sont bien
individualisées (Figure 18, 19).
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Figure 20 (a et b) Structure histologique de cervelet chez le groupe traité 2 (1 mg/kg)
Coloration HE; Grossissement :x 4, x 10), x 40
(E I: (Edéme interstitiel. P : Cellule de Purkinje.
» Chez les lapins Traités 2 (Moyenne dose)

La structure histologique du cervelet chez les lapins exposés a la doramectine a des doses moyennes
a montré un espacement des cellules ganglionnaires entre lesquelles on note la présence d’un
cedéme interstitiel. Les cellules de Purkinje sont plus au moins rétractées, lisses avec un halot clair

(Figure 20).
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Figure 21 (a et b) Structure histologique de cervelet chez le groupe traité 3 (2 mg/kg)

Coloration HE ; Grossissement :x 4(a), x 10(b), x 40 (c).

CM : Couche Moléculaire, CG : Couche Granulaire, VC : Vaisseau Congestive, P : Cellule de
Purkinje, N : Noyau de cellule du Purkinje, (E I : Edéme Interstitiel, CND : Cellule Nerveuse
Dégénérescence.

» Chez les lapins Traités 3 (Forte dose)
Les coupes histologiques du cervelet chez les lapins recevant la forte dose (2mg/kg) de la
doramectine ont révélé des changements dégénératifs dans les cellules de Purkinje par
rapport au controle ; il y a présence des cellules nerveuses sans noyau qui témoigne la
souffrance des cellules nerveuses de purkinje. En plus, nous avons remarqué la présence
d’un important cedéme interstitiel et des cellules de pukinjie espacées et rétractées (Figure

21).
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I11.3. Examen Immunohistochimique

Immunoréactivité a été évalué. selon l'intensité de la coloration positive des cellules

yy.J

Figure 22 (a, b et ¢) Analyse immunohistochimique de Bcl2 dans le cervelet chez les lapins
du groupe Traités 1 (Faible dose) montrant une réaction immunitaire négative pour Bcl2 ;
Grossissement : x 4 (a), x 10 (b) x40 (¢)

CM : Couche Moléculaire, CG : Couche Granulaire, P : Cellule de Purkinje.
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Figure 23 (a, b et ¢) Analyse immunohistochimique de Bcl2 dans I'hippocampe chez les lapins
du groupe Traités 1 (Faible dose) montrant une réaction immunitaire négative pour Bcl2 G : x10
(a), x40 (b)

TGS : Tissu Gliale de Soutien.

» Chez les lapins du groupe Traités 1 (Faible dose)

L'examen immunohistochimique du cerveau et de cervelet de ce groupe a montré une

immunoréactivité négative pour Bcl2 (Figure 22, 23).
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Figure 24 (a, b1, b2 et b3) Analyse immunohistochimique de Bcl2 dans I'hippocampe chez les
lapins du groupe Traités 2 (moyenne dose) montrant une réaction immunitaire positive pour Bcl2

Grossissement : x 10 (a), x 40 (b ;1,2,3)
CNM : Cellule Nerveux Marquée
» Chez les lapins du groupe Traités 2 (Moyenne dose)

L'examen immunohistochimique de I"hippocampe chez les lapins Traités par la doramectine a la
dose moyenne révele un marquage nucléaire et cytoplasmique positive a 1I’anticorps anti-Bcl2 de
quelques cellules qui ont été marquées rétractées. Les cellules détectées prennent la coloration

marron allant au ruban foncé (Figure 24)
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Figure 25 (a, bl et b2) Examen immunohistochimique de Bcl2 dans le cervelet chez les lapins
Traités par la doramectine a forte dose montrant une forte réaction immunitaire positive pour Bcl2

Grossissement : x 4 (a), x 40 (b ;1,2)
CNM : Cellule Nerveux Marquée
» Chez les lapins Traités 3 (Forte dose)
L’analyse immunohistochimique du cervelet chez les lapins traités par la doramectine a forte dose a
montré de nombreux neurones avec une forte réaction immunitaire positive a I'anticorps Bcl2 dans

leur cytoplasme et leur noyau (Figure). Les cellules marquées prennent la coloration marron allant

au ruban foncé.




I111.2. Discussion

Les lactones macrocycliques (ML) sont des antiparasitaires puissants largement utilisés pour
controler les parasites internes et externes chez les animaux domestiques et le bétail. Ces
xénobiotiques sont des molécules hydrophobes caractérisées par un large spectre d'activité
avec une efficacité remarquable et durable. En outre, ces composés sont caractéris€s par une
large distribution, un long temps de résidence, et une ¢€limination extensive dans le lait

pendant la lactation (Hennessy and Alvinerie, 2002).

Cependant, I’utilisation intensive des xénobiotiques, entraine leur accumulation dans les
écosystémes provoquant ainsi 1’apparition de diverses pathologies humaine, parmi lesquels le
cancer et les maladies neurodégénératives (Greig et al., 2005 ; Lebailly et al., 2007). Dans
cette présente €tude, nous nous sommes intéressés, a étudier l'impact de l'administration
répétée de la doramectine sur I’hippocampe et le cervelet chez le lapin male et donc a la mise

en évidence d’un éventuel effet neurotoxique.

L’analyse des coupes histologiques de 1’hippocampe et le cervelet d’animaux traités par la
doramectine montre une architecture cellulaire plus ou moins altérée en fonction de la dose.
En effet, la faible dose de la doramectine (0.4 mg/kg) n’a induit aucune lésion visible au
niveau de I’hippocampe et le cervelet. Alors que les coupes histologiques de SNC apres
administration d’une forte dose (2mg/kg), révele des altérations structurales plus accentuées
qui se manifeste par une désorganisation des cellules nerveuses, un cedéme important avec
congestion des vaisseaux sanguins dans 1’hippocampe et une dégénéscence dans les cellules

de Purkinje de cervelet.

Nos résultats sont en accord partiel avec les résultats de Mahmoud et al., (2017) qui ont
trouvé des changements dégénératifs dans les neurones qui deviennent arrondis, gonflés, avec
un noyau pycnotique et une perte de dendrites chez les lapins traités a des doses
thérapeutiques et double dose thérapeutique d'ivermectine. Les lésions cérébrales étaient
directement liées a la dose et a la fréquence d'administration. De plus, Arise et al., (2012) ont
montré une perte de stratification distincte du tissu cérébral avec une augmentation des
cellules polymorphonucléaires chez les rats traités avec l'ivermectine associé a 1’ albendazole
pendant 14 jours. En outre, nos résultats histopathologiques corroborent ceux de Qureshi et
al.,(2013) et Ming et al., (2013) qui ont révélé que 1’exposition subaigiie a I’ivermectine chez

les pigeons conduisaient a des caractéristiques morphologiques dégénérées et nécrotiques et




de malformations vasculaires dégénérées dans le cerveau, ainsi que a 1’apparition des cedémes

cytoplasmiques dans le cervelet.

Il a été rapporté que les xénobiotiques (y compris les médicaments) induisent des réponses
(Omiecinski et al., 2011) perturbant la respiration et affectant la production d'énergie. Cela
peut entrainer la dépendance des cellules du cerveau a la respiration anaérobie pour générer
de 1'énergie. L'accumulation éventuelle d'acide lactique dans les cellules du cerveau peut
conduire a des dommages cellulaires suite a l'acidose lactique associés a l'inflammation. La
capacit¢ de cet xénobiotique a générer cet effet peut éEtre attribuée a
fait que les avermectines sont connues pour étre neurotoxiques en raison de leur mode

d’action sur les récepteurs GABA (Leo et al., 1996).

Les avermectines interagissent avec le systtme GABA des invertébrés provoquant ainsi leur
paralysie. Sachant que les vertébrés possédent également un systétme GABA, mais
contrairement aux invertébrés, celui-ci se localise uniquement au niveau du systéme nerveux
central et est donc protégé par la barriere hématoméningée (Brunner et al., 2005).
Cependant, les données récentes montrent que tous les avermectines interferent avec I’activité
du transport par la Pgp, pouvant ainsi provoquer une accumulation de ces xénobiotiques dans

le systéme nerveux et d’autres tissus (Menez et al., 2012).

En effet, I’avermectine a déja été décrite comme un puissant inhibiteur de la glycoprotéine P,
qui est extrémement importante dans la régulation du transport et 1'élimination d'une large
gamme de xénobiotiques (Dider et Loor, 1996 ; Carcamo et al., 2011). En outre, la nature
lipophile de la doramectine peut conduire a son accumulation dans le SNC et produire des

changements dans les tissus nerveux.

L'étude immunohistochimique de I’hippocampe chez les lapins Traités par la doramectine a la
dose moyenne montre un marquage nucléaire et cytoplasmique positive a ’anticorps anti-
Bcl2 de quelques cellules qui ont été marquées rétractées. En outre, notre étude a montré de
nombreux neurones avec une forte réaction immunitaire positive a I'anticorps Bcl2 dans leur

cytoplasme et leur noyau dans le cervelet des lapins traités par la doramectine a forte dose.

Notre résultas immunohistochimique montre la présence de marquage a I’anticorps Bcl2. La

Bcl2 est une molécule anti-apoptotique de 239 acides aminés. Elle est constitu¢ de quatre




domaines d’homologies qui sont aussi présents chez d’autres protéines de la méme famille. La
presence de marquage a I’anticorps Bcl2 nous permet de conclus qu’il ya une proliferation des

cellules au niveau de tissu qui présente le marquage.
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Conclusion et Perspectives

L’objectif de ce travail est d’explorer 1’effet neurotoxique de la doramectine, un médicament

vétérinaire anthelminthique, chez le lapin d’une souche locale« Oryctolagus cuniculus ».

Notre étude a conduit aux résultats suivant:

>

L’observation microscopique des coupes de SNC des lapins traités a la faible dose de
la doramectine (0.4mg/kg) a montré une structure histologique normale et classique
de I’hippocampe et de cervelet sans 1€sion visible.

L'examen microscopique des sections colorées HE de 1’hippocampe du groupe III
(moyenne dose 1 mg/kg) a révélé la présence de nombreuses cellules nerveuses
rétractées et oedématiées ainsi que des dommages strcuraux évidentes.

Des altérations histologiques sévéres de 1’hippocampe ont été provoquées par
I’exposition subaigiie a la forte dose (2 mg/kg), a savoir : une désorganisation des
cellules nerveuses, un cedéme important et une congestion des vaisseaux sanguins.
Les coupes histologiques du cervelet chez les lapins recevant la forte dose de la
doramectine ont révélé des changements dégénératifs dans les cellules de Purkinje.
En plus, nous avons remarqué la présence d’un important cedéme interstitiel et des
cellules de pukinje espacées et rétractées.

L’analyse immunohistochimique du cervelet et de 1’hippocampe chez les lapins
traités par la doramectine a forte dose et a moyenne dose respectivement, a montré
un marquage immunitaire positive a l'anticorps Bcl2 dans leur cytoplasme et leur

noyau.

Quelques perspectives se dessinent a la lumiere des résultats obtenus :

>

>

>

Il serait intéressant de reprendre 1’étude sur une période plus longue pour évaluer la
neurotoxicité chronique de ce xénobiotique.

Il serait intéressant de faire appel a des méthodes alternatives de biologie moléculaires
qui peuvent apporter des détails sur le mode d’action des avermectines.

Rechercher I’effet amélioratif de substances antioxydants sur la toxicité de la
doramectine.
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