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RESUME

L’acétamipride, membre de la famille des néonicotinoides, est la matiére active la plus
utilisee pour améliorer la productivité et lutter contre les ravageurs en Algérie. Cependant, cet
insecticide présente une toxicité non seulement chez les insectes mais également chez les
autres animaux. Dans ce contexte, nous nous sommes intéressées dans notre travail par la
recherche des effets néfastes de 1/20DL50 d’acétamipride administré quotidiennement par
voie orale chez des souris femelles. Afin d’atteindre cet objectif, une étude histologique des
parenchymes hépatique et pulmonaire et un dosage plasmatique des transaminases ainsi que la
bilirubine totale sont réalisés chez des souris témoins et traitées aprés 20 jours
d’expérimentation.

Le suivi du poids corporel des souris a montré une légere augmentation
statistiquement non significative du poids des traités par rapport aux témoins. Les résultats
des dosages biochimiques ont montrés une légére diminution du taux de I’aspartate
aminotransférase et I’alanine aminotransférase, ainsi qu’une légére augmentation du taux de
la bilirubine totale. Ces changements restent statistiquement non significatifs. A 1’échelle
structurale, le foie a montré des signes d’inflammation témoignés par une deésorganisation
architecturale, une congestion sanguine, des infiltrations cellulaires, une vacuolisation du
cytoplasme et une hypertrophie hépatocytaire. Au niveau des poumons, les altérations sont
plus ou moins importantes : épaississement des cloisons inter alvéolaires, réduction du
diamétre des sacs alvéolaires et des alvéoles et installation d’une congestion sanguine.

D’apres ces résultats, nous pouvons conclure que la 1/20DL50 d’acétamipride a des
effets toxiques chez les souris femelles. Cette dose entraine une hépatotoxicité et une
pneumotoxicité au niveau cellulaire. La dose expérimentale non toxique d’acétamipride chez

les souris femelles reste a rechercher.

Mots clés: Acétamipride; DL50; Toxicité ; Dose expérimentale non toxique; Souris

femelles.



ABSTRACT

The acetamipride, a member of the family of neonicotinoides, is the active material the
most used to improve the productivity and fight against pests in Algeria. However, this

insecticide presents a toxicity not only to insects but also to other animals.

In this context, we are interested in our work by looking for the adverse effects of 1/
20DL50 acetamiprid administered daily orally in female mice. To achieve this, a histological
study of the hepatic and lung parenchymes and a dosage plasmatic transaminases as well as
total bilirubin are made in control and treated mice after 20 days of experimentation.

Monitoring the body weight of mice showed a slight increase statistically significant
weight of treated versus controls. The results of biochemical assays have shown a slight
decrease in aspartate aminotransferase and alanine aminotransferase and a slight increase in

the rate of total bilirubin.

These changes are statistically insignificant. At the structural level, the liver showed
signs of inflammation testified by architectural disorganization, blood congestion, cellular
infiltration, cytoplasmic vacuolization and hepatocyte hypertrophy. In the lungs, the
alterations are more or less important: thickening of the walls inter-cellular, reducing the

diameter of the alveolar sacs and alveoli and installation of a blood congestion.

From these results, we can conclude that the 1 / 20DL50 acetamiprid has toxic effects
in female mice. This dose causes a hepatotoxicity and pneumotoxicity at the cellular level.

Nontoxic experimental dose acetamiprid in female mice remains to be ascertained.

Keywords: Acetamiprid; LD50; toxicity; Experimental nontoxic dose; female mice.+
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INTRODUCTION

Les insecticides chimiques sont des produits spécifiquement fabriqués pour tuer ou
repousser des organismes entrant en compétition avec les plantes cultivées (RECA, 2013).
Leur usage répand de plus en plus avec le développement de I’agriculture (Bouziani, 2007),
en réduisant les pertes dues aux ravageurs des cultures, mais cela n’a pas été sans contrepartie
(Bourbia-Ait Hamlet., 2012). Les insecticides peuvent exercer leur impact sur les vertébrés
soit directement, par leur toxicité, soit indirectement, en réduisant la ressource alimentaire
(Gibbons et al., 2014).

Selon un communiqué de presse de la FAO (2001), environ 30% des pesticides
commercialisés dans les pays en voie de développement ne sont pas conformes aux standards
de qualité internationaux, car ils contiennent beaucoup d’impuretés trés toxiques (Bourbia-Ait
Hamlet, 2012). Les effets directs peuvent étre le résultat de plusieurs et différentes voies
d’exposition : par contact cutané, par ingestion ou par inhalation (Bourbia-Ait Hamlet, 2012).

Parmi les insecticides les plus utilisés au monde sont ceux de la famille des
néonicotinoides (Gibbons et al., 2014) grace a leur large spectre d’activité et leur mode
d’action systémique (Maienfisch et al., 2001). lls sont appelés ainsi a cause de leur mode
d'action neurotoxique, car ils agissent spécifiquement au niveau des récepteurs nicotiniques
postsynaptiques (Tomisawa et Casida, 2002 ; Regnault-Roger, 2005) dont le blocage de ces
récepteurs induit la paralysie et la mort de ’insecte (Testud, 2014).

L’acétamepride (ACE) membre de la famille des néonicotinoides le plus utilisé en
Algérie par les agriculteurs afin d’améliorer la productivité et lutter contre les ravageurs grace
a son bon rapport qualité/prix. Cependant, plusieurs études expérimentales ont montré que
I’ACE présente une toxicité non seulement chez les insectes mais également chez les
vertébrés et les mammiféres. Parmi elles, I’étude de Singh et al. (2012) qui a montré que
I’administration par voie orale de I’ACE chez des souris a raison de 1/5 et 1/10 DL50
provoque des symptomes de toxicité, alors que la dose de 10 mg/kg/j (1/20 DL50) n'a pas
d’effet néfaste sur certains parametres biochimiques et hématologiques. Par conséquence, ces
chercheurs ont considéré la derniére dose comme dose non toxique.

Le présent travail a pour objectif de rechercher les effets du traitement avec 1/20 DL50
d’ACE sur les taux des enzymes hépatiques ainsi que sur la structure des parenchymes

hépatique et pulmonaire chez des souris femelles adultes.



Notre travail comporte trois chapitres. Dans le premier, nous rapportons des rappels
bibliographiques sur I’ACE et les organes étudiés. Nous décrivons le matériel et les
techniques utilisés dans le deuxiéme chapitre. Les résultats obtenus sont rapportés et discutés
dans le troisieme chapitre. A la fin, une conclusion et des perspectives sont présentées.



Chapitre I
RAPPELS BIBLIOGRAPPHIQUE



|.1.GENERALITES SUR L’ACETAMEPRIDE

L’acétamipride (ACE) fait partie des sept insecticides néonicotinoides qui ont été
exploitées depuis leur introduction sur le marché dans les années 90 (Elbert et al., 1991, 1998)
(Tableau I, Annexe 1). Il est largement utilisé, a travers le monde, dans la protection globale
des cultures en raison de son large spectre d’efficacité (Zhang et al., 2010 ; Hebert, 2012 ;
Tjeerd, 2012).

1.1.1. Caractéristiques physico chimiques

Le tableau ci-dessous présente les caractéristiques physicochimiques et réglementaires
de I’acétamipride.
Tableau 11 : Principales caractéristiques physicochimiques et réglementaires de

I’acétamipride employé en agriculture.

Propriété Résultat

Etat physique et couleur Poudre de couleur blanc casse

Odeur Inodore

Famille chimique Chloronicotiniles (néonicotinoides)

Formule chimique C10H11CIN4 ou (E)-N1-((6-chloro-3-
pyridyl)methyl)-N2-cyno-N1-methylacetamidine.

Solubilité Soluble dans I’eau (2,5g/1 a 25°C) et dans les

solvants organiques

Le coefficient de partage octanol /eau | l'acétamipride ne se lie pas fortement a la matiére
organique et a donc peu de potentiel de

bioaccumulation

pH Entre 4et7
Dose journaliere 0,07mg/Kg/jour
Persistance d’action Demi-vie sur le sol comprise entre 1 et 8 jours

délais d’emploie avant récolte : 3 a 14 jours selon

le type de culture

(Jeschkel et al., 2011 ; Couteux et al., 2012)

1.1.2. Toxico-cinétique de I’Acétamipride




Selon (Mattock, 2005), L'acetamepride est absorbé rapidement, avec une concentration
maximale dans le sang étant atteint dans environ 2-3 heures.

Cet insecticide est largement distribué dans les tissus avec des concentrations plus élevées
étant trouvés dans la glande surrénale, le foie et les reins aprés administration orale chez le

rat, La voie urinaire est la principale voie d'élimination d’ACE (53-65 %).

1.1.3. Utilisation de ’acétamipride

L’acétamipride est la maticre active la plus utilisée pour améliorer la productivité et
pour la protection phytosanitaire de 1’¢levage et de la péche (Delauney et al., 2010). Il est
utilise pour lutter contre les hémiptéres, principalement les pucerons, les thysanopteres et
Iépidopteres sur divers cultures, en particulier les 1égumes, les fruits et le thé ( Sanchez et al.,
2003).

1.1.4. Principales voies d’exposition

Les risques d’exposition a 1’acétamépride sont multiples et plusieurs facteurs peuvent en
étre responsables (Samuel et a.l, 2001 ; Craig, 2005).

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

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

» Voie orale : L’acétamipride est fortement toxique par voie orale. La contamination de
la voie gastro-intestinale se produit principalement par un contact de la bouche avec
les mains contaminées.

1.1.5. Toxicité et mode d’action

1.1.5.1. Toxicité



- Chez les insectes : L’acétamipride présente une toxicité sélective pour les insectes
car il a une grande affinité pour les récepteurs nicotiniques des insectes que celles des
mammiféres (Liu, 1993). Il affecte les récepteurs nicotiniques du systéme nerveux central
provoquant ainsi une paralysie et par conséquence la mort de 1’insecte (Takahashi, 1993 ;
Nicolle, 2015).

- Chez les mammiféres : L’acétamipride a une large gamme d'influence sur les
fonctions physiologiques chez les mammiféres présentant une toxicité aigué et chronique.
Cette toxicité reste inférieure a ce qu'elle est pour les insectes (Tomizawa et al., 2005 ;
Jeschke et al., 2011). Chez les humains, les manifestations cliniques d'empoisonnement aigu
d'acétamipride apres inhalation incluent des vomissements, I’hypotension, la tachycardie, le
coma (Chen et al., 2007). L’acétamipride est considéré comme un perturbateur endocrinien

touchant principalement la thyroide (Michel, 2015).

o - Chez les abeilles, les signes d’intoxication a 1’acétamipride sont multiples,
selon (Lambing et al., 2001 ; Nauen et al., 2001 ; Medrzycki et al., 2003 ; Colin
et al., 2004) :

e Perte du sens de I’orientation.
e Altération de la mémoire et du systeme immunitaire.
e Incapacité a remplir adéquatement les taches vitales pour la survie de la colonie.
o Effets néfaste sur la reproduction.
e Probleme de mobilité accompagnée de plusieurs symptémes tels que des
tremblements, des mouvements non coordonnés et I'hyperactivité.
1.1.5.2. Mode d’action

L’acétamipride (ACE) un membre du groupe d'insecticide néonicotinoides, qui se
lient aux récepteurs nicotiniques de I'acétylcholine (nNAChR) et imitent I'action de
I’acétylcholine par l'ouverture des canaux de Na+ et Ca2+ dans les cellules (EFSA, 2014).
L’activation de nAChRs se traduit souvent par une augmentation de Ca2+ libre intracellulaire,
tandis que leur suractivation génére un blocage engendrant une paralysie mortelle. Iwasa
(2004) a décrit la paralysie et la mort des insectes suite a I’accumulation de ’acétylcholine au
niveau du systeme nerveux central de I’insecte.

1.2. GENERALITES SUR CERTAINS ORGANES CHEZ LES MAMMIFERES

1.2.1. Structure et fonction du foie




1.2.1.1. Structure

Le foie est une glande volumineuse amphicrine homotypique. Il posséde toutes les
caractéristiques d’une glande exocrine d’une part, en étant responsable de la sécrétion de la
bile, et d’'une glande endocrine d’autre part correspondant a la libération dans le sang de
nombreuses substances (Dadoune., 1998). Le foie est entouré par une capsule conjonctive tres
fine appelée capsule de Glisson (Kohler, 2011). Il est formé de lobules centré sur des veines
centrales (Lullmann-rauch 2006). Les hépatocytes (Figure 1) sont disposées en travées le long

des capillaires sinusoides, travees de REMAK.

travées d'hépatocytes

canalicules biliaires

veine intercalaire
canalicule biliaire para sous-lobulaire)

portal (passage de Hering)

tissu de soutien de
l'espace porte

branche terminale de la
veine porte

veinule afférente wverture d'un sinusoide

canalicule biliaire

branche terminale de
l'artére hépatique

veinule hépatique
centrale terminale
(centro-lobulaire)

Figure 1: Architecture tridimensionnelle du parenchyme hépatique chez les

mammiféres (Stevens et Lowe, 1997).

Les capillaires sont séparés des hépatocytes par un espace appelé espace de Disse (Kohler,
2011). Les hépatocytes représentent 80% des cellules hépatiques Elles sont des cellules
polyédriques polarisées richent en organites intra cytoplasmiques (Dadoune., 1998; Stevens
et al., 1997). Les cellules de kupffer qui bordent les sinusoides hépatiques, sont des cellules
phagocytaires différenciées dérivant des monocytes. (Kohler, 2011). Les cellules endothéliale
limitent le sinusoide et empéchent le sang de s’immiscer dans 1’espace de Disse tout en
autorisant, par son systéme de pores, les échanges entre le plasma et I’hépatocyte. Ces cellules
reposent sur une lame basale discontinue (Gandillet, 2004). Les cellules de Ito, encore
appelées cellules ¢toilées du foie, se localisent dans I’espace de disse a proximité des
sinusoides hépatiques. Ces cellules, d’origine mésenchymateuse, contiennent de la graisse et

sont impliquées dans le stockage et le métabolisme de la vitamine A. Dans des conditions



pathologiques, les cellules étoilées du foie se transforment en cellules productrice de

collagene (Kierszenbaum, 2006).

1.2.1.2. Fonctions

Le foie assure plusieurs roles :
-métabolisme des lipides: oxydation des triglycérides, synthese de lipoprotéines
plasmatiques, synthese du cholestérol et de phospholipides.
-métabolisme des glucides : glycogenése, glycogénolyse, néoglucogenese.
-métabolisme protéique : synthese de protéines plasmatiques, incluant 1’albumine et des
facteurs de coagulation, synthése d’acides aminés non essentiels, désamination des acides
aminés et production d’urée.
-métabolisme intermédiaire : détoxification de médicaments et toxiques variés (Alcool...).
-conjugaison et dégradation chimique des toxines.
- stockage de glycogéne, de vitamines, de fer, triglycérides.
- synthése et sécrétion de la bile.
- excrétion de la bilirubine (Heath et al., 2006).
- les hépatocytes présentent le pouvoir de combler des pertes tissulaires ou de restaurer des
Iésions dues a des agents toxiques ou viraux. En cas de lésions chroniques, la réparation du
parenchyme se fait de moins en moins bien, et celui si est alors remplacer par un tissu
conjonctif (Dadoune., 1998)

-Réle immunitaire par les cellules de kupffer.

Les principales enzymes analysées en routine pour évaluer la fonction hépatique sont
I’alanine amino transférase (ALAT ou GPT), I’aspartate amino transférase ( ASAT ou GOT),
la gamma-glutamyl transférase (xGT) et de la phosphatase alcaline (PAL). Ces enzymes se
regroupe respectivement sous les termes transaminases ( pour les deux premiers) (N.Brakch et
D.Kesseler., 2011), qui sont normalement présentes en faible quantité dans le plasma ou le
sérum. Leur actvité est élevée dans certains tissus, en particulier le foie (ALAT, ou ASAT a
un moindre degré), le cceur et le muscle ( principalement ASAT ). En cas de nécrose de ces
tissus, les enzymes sont libérées dans la circulation et leur activité sérique augmente
(Legrand.A et al.,2007). enzymes cholestatique (pour les deux derniers). (N.Brakch,
D.Kesseler 2011).

1.2.2. Structure et pneumotoxicité




1.2.2.1. Structure

Les poumons sont les organes vitaux de la respiration (Gartner et al., 1997 ; keith et
al.,1999). La partic intrapulmonaire de [I’appareil respiratoire est composée de bronches
intrapulmonaires qui se divisent en bronchioles. De la partent les canaux alvéolaires qui ménent aux
sacs alvéolaires, puis aux alvéoles pulmonaires tapissées d’abondants capillaires, dont la paroi mince

permet les échanges gazeux (Figure 2).

Figure 2 : Structure des poumons (keith et al.,1999) .

La structure des bronches differe selon le calibre et la localisation. Les bronches
principales, extra-pulmonaires, ont une structure identique a celle de la trachée. Leurs
dimensions sont moindres et I’armature cartilagineuse comprend des anneaux entiers. Les
bronches intra-pulmonaires, segmentaires et sous-segmentaires présentent des particularités
structurales (Dadoune, 1998). La structure de base de la paroi d’une bronche principale, qui
contient :

-Un épithélium respiratoire qui contient moins de cellules caliciformes (Young et al., 2008),
des cellules caliciformes dont leur nombre augmente au cours des affections respiratoires

chroniques (Stevens et al.,1997).



-Le chorion est séparé de la sous-muqueuse par une couche de muscle lisse dont 1’épaisseur
augmente progressivement tandis que le calibre de la voie aérienne diminue. Le muscle lisse
persiste dans les parois des voies aériennes jusqu’aux plus petites bronches (bronchioles).

-la sous muqueuse ne contient que quelques glandes séro-muqueuses.

-la charpente cartilagineuse se présente sous forme de plaques aplaties reliees entre elles
plutdt que comme des anneaux distincts (Young et al., 2008).

Chaque bronchiole terminale se divise en ramifications courtes a paroi trés mince
appelées : bronchioles respiratoires qui contiennent dans leur paroi un petit nombre d’alvéoles
isolées. L’épithélium des bronchioles respiratoires ; dépourvu de cellules caliciformes est
essentiellement constitué de cellules cubiques ciliées et d’un petit nombre de cellules de clara,
non ciliées.

Les cloisons interalvéolaires sont des espaces conjonctifs qui séparent les alvéoles voisins,
constituant un interstitium pulmonaire commun a travers lequel les cellules interstitielles et le
liquide interstitiel se déplacent d’un point a un autre. Les cloisons interalvéolaires renferment
des fibres, des cellules et des capillaires (Dadoune, 1998).

la paroi alvéolaire comporte un épithélium qui forme un revétement continu autour de
chaque alvéole et est constitué de deux types de cellules: la majeur partie de la surface
alvéolaire est recouverte de volumineuses cellules pavimenteuses appelées : pneumocytes
types | (cellules bordantes alvéolaires) (Young et al., 2008). Un second type de cellules
épithéliales appelées pneumocytes types Il qui secretent un agent superficiel tensio-actif ; le
surfactant, réduisant la tension superficielle a I’intérieur des alvéoles. Les pneumocytes de
type Il gardent la capacité de se diviser et peuvent se différencier en pneumocytes types | en
cas de lésion du revétement alvéolaire (Young et al., 2008).

Le poumon contient des macrophages, a la fois sous forme libre dans les espaces
alvéolaires et dans les cloisons interalvéolaires. Les macrophages dérivent des monocytes
sanguins circulants bien que certains d’entre eux paraissent provenir de la division mitotique
de macrophages résidant dans le poumon. Ces cellules sont responsables de la phagocytose
des bactéries et d’autres substances particulaires inhalées ayant réussi a atteindre les espaces

aeriques (Young et al., 2008).

1.2.2.2. Pneumotoxicité

A T’échelle tissulaire, la pneumotoxicité est souvent liée a la présence d’hémorragies
(Mondal et al., 2014), des cedémes intra-alvéolaires, un épaississement des vaisseaux sanguins

pulmonaires et la destruction des parois alvéolaires (Malih et al., 2009).



L’¢tude des coupes histologiques des poumons des rats femelles traitées par
I’imidaclopride, insecticide néonicotinoide, a montré des altérations au niveau du parenchyme
pulmonaire par un épaississement des parois des bronchioles terminales bordés d’un épithélium
altéré, irrégulierement épais, bourgeonnement de la membrane cytoplasmique dans sa face
apicale, des débris cellulaires intenses, une congestion des vaisseaux sanguins et une hémorragie
modéré et une fibrose excessive qui est entourée de fibres de collagénes neoformés (Arkam,
2013).



CHAPITRE IT
MATERIEL ET METHODES



Notre travail porte sur la recherche des aspects de la toxicité a court terme de
I’acétamipride a raison de 1/20 de la DL50 administrée quotidiennement par voie orale chez
des souris femelles adultes. L’étude est basé sur 1’évaluation des effets de ce traitement sur le
poids corporel, certains parameétres hépatiques et sur la structure des parenchymes hépatique
et pulmonaire.

Ce travail est réalisé au niveau de la station expérimentale de la Faculté SNV,
I’université de Blida 1, le laboratoire de Cytologie du CHU N’FFISSA HAMOUD a Hussein
Day a Alger et le laboratoire d’Analyses Médicales de Docteur KHATIB a Blida. Notre

travail a duré quatre mois, du mois de Février jusqu’au mois de Mai, 2016.

11.1.Matériel
11.1.1. Animaux

Notre étude est réalisée sur 14 souris blanches femelles adultes de la souche Naval
Medical Research Institue (N.M.R.I) provenant de Saidal de Médeéa, dont le poids corporel

moyen entre 159 et 35g.

Dés leurs arrivées a [D’animalerie, les souris sont soumises a une période
d’acclimatation, pendant 1 semaine, a température ambiante et a une photopériode alternée de
12 heures d’obscurité suivie de 12 heures de lumiére artificielle. Les souris sont élevées dans
des cages en polyéthyléne qui sont tapissées d’une litiére constituée de copeaux de bois. Les
cages sont nettoyées et la litiere est changée tous les 2 jours jusqu’a la fin de

I’expérimentation.

Tous les animaux regoivent 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 III de I’annexe 2).

11.1.2.Insecticide

L’acétamipride, insecticide commercialis¢ par MOPISTOP, est présenté dans un
sachet en aluminium contenant 50g de poudre (annexe 2) avec une pureté de 20%. Il est
utilisé sous forme des solutions préparées a raison de 1/20 de la DL50. A partir de la DL50
qui est égale a 184 mg/kg/j chez les souris femelle (Singh, 2012), la dose 1/20 de la DL50
(9,2 mg/kgl/j) est calculée comme suit :

La dose (9.2 mg/Kg/j) 1000g

v

X= Quantité du produit (mg)
pour chaque souris

v

Poids corporels (g)



X = (poids corporel X dose) / 1000

La pureté du produit est de 20 % c'est-a-dire que dans 100 mg de produit, nous avons 20 mg

de matiére active.

Alors, Y = Quantité du produit a dissoudre (mg)

v

Y = (X x 100) / 20

Exemple : pour une souris traitée par 1/20 DL 50 de I’acétamipride avec un poids corporel de
28 g.
28*9.2 0.27 *100

X= ———— =027mg;Y= ——— =13.8mg.
1000 20

11.1.3. Appareillage et réactif

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

expérimentation. Le détail de I’appareillage et des réactifs est illustré dans I’annexe 2.

1.2. METHODES

11.2.1. Expérimentation

Aprés un séjour d’adaptation aux conditions du laboratoire, les souris sont marquees et

réparties en deux lots.

> Lot des témoins comporte six souris qui sont gavées quotidiennement par I’eau
distillée.
» Lot de huit souris traitées qui sont gavees quotidiennement par 1/20 DL 50

d’acétamipride. L’expérimentation a durée 20 jours.



Les souris traitées sont pesées chaque semaine a compter du premier jour de
I’expérimentation afin de recalculer la 1/20 DL 50 pour chaque animal et pour le suivre leur

poids corporel. Les souris témoins sont aussi pesees.

N.B: a la fin de I’expérimentation, nous avons constaté qu’une souris traitée était gestante.

Ce qui a réduit le nombre des souris a huit.

11.2.2. Sacrifice des animaux et préléevement des échantillons

A la fin de la période du traitement, les souris sont mises a jeun pendant une nuit, les
sacrifices sont réalisés la matinée entre 9h a 11h afin d’éviter les variations hormonales
pendant la journée et cela par décapitation rapide (annexe2). Le sang artério-veineux est
recueilli dans des tubes héparinés portant un numéro d’identification de chaque souris. Le
plasma est obtenu aprés une centrifugation a 3000 tours/min pendant 20 minutes. 1l est utilisé
pour le dosage des enzymes hépatiques qui est effectué avec un automate et un

spectrophotometre.

Le foie et les poumons sont rapidement prélevés et plongés dans le fixateur. Ces

organes sont destinés a 1’étude histologique afin de chercher des altérations tissulaires.

11.2.3. Etude histologique

La technique histologique passe par plusieurs étapes successives indispensables pour
avoir de bons résultats. Dans notre étude, nous avons suivi les étapes présentées par Martoja
et Martoja (1967).

11.2.3.1. Fixation et rincage

La fixation a pour but d’immobiliser les structures cellulaires tout en conservant leurs
morphologies. Apres le prélevement, les organes sont fixés dans le formol & 10% pendant 48

heures puis rincés a I’eau courante écoulée pendant 24 heures.

11.2.3.2. Déshydratation et éclaircissement

Comme la paraffine n’est pas miscible a 1’eau, les échantillons doivent étre alors
completement déshydratés avant 1’inclusion. La déshydratation se fait par le passage des

organes dans différents bains d’alcool éthylique a concentration croissante :

- Un bain d’Alcool 70° pendant 1 heure.
- Un bain d’Alcool 95° pendant 1 heure.



- Un bain d’Alcool 100° pendant 1 heure

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

I’alcool a partir du tissu.

11.2.3.3. Imprégnation

Dans une étuve réglée a 58°C (annexe 2), les organes sont imprégnés dans deux bains
successifs durant une heure chacun. Le premier bain composé de 50% de xylene et 50% de

paraffine et le deuxiéme bain ne contient que la paraffine pure.

11.2.3.4. Inclusion et mise en bloc

L’inclusion est réalisée dans des cassettes en plastique selon les étapes suivantes :

- Ecoulement de la paraffine dans des moules métalliques.
- Inclusion et orientation des pieces dans la paraffine.
- Placement des cassettes sur les quelles est inscrit le type d’organe et le numéro de

I’animal.

Refroidissement des blocs de paraffine sur une plaque métallique réfrigérée

environ 10 minutes (annexe 2)

11.2.3.5. Confection des coupes

La réalisation des coupes minces de 3 microns est possible est réalisée par le

microtomes de type Leica (annexe 2).

11.2.3.6. Collage des rubans et séchage

Les rubans sont étalés dans un bain marie a 37°C (annexe 2) puis récupérés et collés

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

11.2.3.7. Déparaffinage et réhydratation

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

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



11.2.3.8. Coloration

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

cellulaires. Dans notre étude, nous avons appliqué deux types de coloration (annexe 2):
e Coloration d’hématoxyline-€osine

C’est une coloration topographique qui permet de visualiser la morphologie des
cellules (noyau bleu et cytoplasme rose violacé) afin de déterminer leur répartition,

architecture et structure (annexe 2).
e Coloration de Trichrome de Masson

C’est une coloration spécifique. Elle est utilisée pour mettre en évidence les ¢léments
du tissu de soutien, en particulier le collagene ainsi les altérations tissulaires tel que les

fibroses et les inclusions (annexe 2).

11.2.3.9. Montage et observation

Aprés la coloration, les lames sont mises dans un bain de xyléne pour
I’éclaircissement. Une lamelle est fixée sur chaque lame par I’Eukitt. A la fin, les lames sont
nettoyées au xyléne puis séchées et observées au microscope photonique aux différents
grossissements (x40, x100 et x400) (annexe 2). La prise des photos est effectuée a I’aide d’un

appareil photos numérique.

11.2.4.Dosage des enzymes hépatiques

11.2.4.1. Principe

a- Aaspartate aminotransférase

L'aspartate aminotransférase (ASAT) catalyse la transformation de l'aspartate en
oxaloacétate. L'oxaloacétate formé est réduit en malate en présence d'une quantité connue de
coenzyme NADH’H" et du malate déshydrogénase (MDH). La cinétique de cette derniere
réaction est déterminée par les mesures successives de I'absorbance du coenzyme NADH’H" a
340 nm. De cette cinétique est déduite la concentration de 'ASAT (Thomas, 1998).

ASAT
L-aspartate + 2-cétoglutarate —p |_-glutamate + Oxaloacétate



MDH
Oxaloacétate + NADH + H* === D-malate + NAD"

b- Alanine aminotransférase

La transamination de l'alanine en pyruvate est réalisée en présence de l'alanine
aminotransférase (ALAT). Le pyruvate obtenu est réduit en lactate en présence du coenzyme
NADH’H"* et du lactate déshydrogénase (LDH). La cinétique de cette derniére réaction

permet de déterminer la concentration de 'ALAT (Thomas, 1998).

L-Alanine + 2-Oxoglutarate AYAT Pyruvate + L-Glutamate
LDHLOL,
Pyruvate + NADH + H ——p L-lactate + NAD*
4—

11.2.4.2. Mode opératoire

Les contenants des deux flacons R1 et R2 du kit des Transaminases (annexe 2 ) sont
mélangés pour obtenir un réactif final stable pendant 21 jours (8°C).Lors du dosage, nous
prenons 100 ul du plasma/calibrant avec 1000 pl de R1. Aprés agitation et incubation pendant

5 minutes, nous ajoutons 250 ul du R2.

Apres P’agitation du 2 eme mélange, 1’absorbance est lue le premicre fois apres une

minute. Une 2 eme lecture est refaite a nouveau aprés 1,2 puis 3 minutes le réglage de

I’automate.
Longueur d’onde 340 nm, Hg 365 nm, Hg 334 nm
Trajet optique lcm
Température de mesure 37°C

11.2.4. 3. Lecteur

Le calcul de la concentration est réalisé directement par I'automate.

11.2.5.Dosage de la bilirubine

11.2.5.1. principe



La bilirubine directe forme un azocomposé coloré en rouge avec la 2,4-dichloroaniline
diazotee en milieu acide. Un mélange spécifique de détergents permet la détermination fiable
de la bilirubine totale (Thomas, 1998).

11.2.5.2. Mode opératoire

La détermination du taux de la bilirubine est faite selon les étapes figurées dans le
tableau 1V.

Tableau IV : Etapes du dosage du taux de la bilirubine.

Blanc Plasma/calibrant
Plasma /calibrant - 25 ul
Eau distillée 25 ul -
Réactif 1 1000 pl 1000 pl

Ces solutions sont mélangées et incubées pendant 5 minutes a 37°C.

Apres la lecture de 1’absorbance, nous ajoutons le réactif 2.

Réactif 2 250 pl 250 pl

Le mélange est agité puis incubé durant 5 minutes a 37°C.

Ensuite, 1’absorbance est lue.

Longueur d’onde 546 nm (540 — 560 nm)
Trajet optique lcm

Température de mesure entre + 20°C et + 25°C/37°C
Mesure contre le blanc réactif

11.2.5.1. Lecture

La mesure de la concentration de la bilirubine totale est faite directement par un automate.

11.2.6. Calcul statistique

Les résultats sont présentés sous forme de moyennes + Ecart-type (annexe 2). Les
comparaisons intergroupes des témoins et des traités sont réalisées selon le test de Student et
les différences sont considérées statistiquement comme :

» Non significatives lorsque p> 0,05.

» Significatives lorsque (*) 0,02< p <0,05.




» Trés significatives (**) lorsque 0,01 <p <0,02.

» Hautement significative (***) lorsque p < 0,01.



CHAPIIRE 111
RESULTATS ET DISCUSSION

I11. RESULTATS




La recherche des aspects de la toxicité par voie orale de I’ACE a raison de 1/20 DL50
pendant 15 jours est basée sur I’étude de I’évolution pondérale, variation des taux des
enzymes hépatiques et la bilirubine ainsi que la structure des parenchymes hépatique et

pulmonaire.

111.1. Evolution du poids corporel

Les résultats de la variation pondérale des souris témoins et traitées et leurs

significations statistiques sont rassemblés dans la figure 3 tableau V et VI dans I’annexe 3.

w
(9]
4

w
o

poids corporel (g)

avant 1S 2S 3S
période du traitement (semaine)

E Témoins

M traités

Figure 3 : Evolution du poids corporels moyen des souris femelles témoins et traitées par
1/20 DL 50 d’acétamipride

D’apres nos résultats, toutes les souris témoins ont montré une légere croissance pondérale
qui est de I’ordre de 26 + 7,21 vs 27,16 £ 7,05. Cette augmentation reste statistiquement non
significative. Cependant, chez les souris traitées, nous avons enregistré une prise de poids

statistiquement non significative (p>0,05) de I’ordre de 25,87 + 5,37 vs 30 + 3,25.

En paralléle, nous n’avons constaté aucun changement de comportement chez les souris
pendant toute la période d’expérimentation.

111.2. Evolution des taux des transaminases

111.2.1. Aspartate aminotransférase




D’apres les résultats obtenues, il semble que le traitement a 1/20DL50 d’ACE induit
une diminution statistiquement non significative du taux de l’aspartate aminotransférase.
Nous notons 335,33 Ul /L + 74,76 chez les traitées par rapport a 349 UI/L + 57,65 chez les
souris témoins (figure 4 et tableaux VII et VIII de 1’annexe 3).
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Figure 4 : Effet de ’acétamipride sur le taux plasmatique de I’Aspartate
aminotransférase (Ul/L) chez des souris femelles adultes témoins et traitées.

111.2.2. Alanine aminotransférase

Chez les souris traitées par 1/20DL50 d’ACE, le taux de I’Alanine aminotransférase
sanguine a diminuer d’une fagon statistiquement non significative (p>0,05) par rapport a
celui des temoins. Nous notons ainsi 95 UI/L + 25,55 chez les témoins et 79,67 UI/L £ 6,79

chez les traitées (figure 5 et tableaux VII et VIII de I’annexe 3).
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Figure 5 : Effet de ’acétamipride sur le taux de I’alanine aminotransférase (UI/L) chez
les souris femelles adultes témoins et traitées.

111.3. Evolution du taux de la bilirubine totale

Les résultats des effets de 1’acétamipride sur le taux de bilirubine totale et leurs
significations sont représentés dans la figure 6 et les tableaux VI et VIII Annexe 3.
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Figure 6 : Effet de ’acétamipride sur le taux de bilirubine totale (mg/l) chez les souris
femelles adultes témoins et traitées.



D’apres les résultats obtenus, le groupes de souris traitées par 1/20DL50 montre une
augmentation négligeable du taux plasmatique de la bilirubine totale qui est de 1’ordre de
2,65 mg/l £ 0,32 vs 2,63 mg/l + 0,50 chez les témoins. La différence entre les témoins et les
traités reste statistiquement non significative (p>0.05).

I111.4. Etude histologique

111.4.1. Parenchyme hépatigue

a. Chez les souris témoins

Les coupes en microscopie optique du foie des souris témoins montrent une
organisation structurale normale (Figure 7.a), avec une architecture lobulaire, marquée par la
disposition des travées hypatocytaires sous forme radiaire au tour d’une veine centrolobulaire
(Figure 7.b). Les travées sont séparées par des capillaires sinusoides dotées de cellules
endothéliales avec des noyaux petits et aplatis. Les hépatocytes présentent un ou deux noyaux
arrondis de taille variable, avec ou sans nucléole et un cytoplasme dense et granuleux (Figure
7c, d).

b. Chez les souris traitées par 1/20 DL50 de 1’acétamipride

En comparaison avec celles des témoins, les coupes du parenchyme hépatique des
souris traitées montrent une perte d’organisation architecturale lobulaire du parenchyme
hépatique (Figure 8 a, b) et des congestions sanguines au niveau des veines centrolobulaires
et des espaces portes (Figure 8 a, b, ¢ et d). Au niveau capillaires sinusoides, nous
remarquons une dilatation nette (Figure 9 a, b et ¢) et I’apparition des images de diapédése et
d’infiltration a proximité des veines (Figure 10 a, b et c) et au sein du parenchyme (Figure 10
d). Les hépatocytes sont marquées par une hypertrophie. Les cellules deviennent grandes et
des noyaux volumineux et denses (Figure 1l1a, b et ¢). Le cytoplasme devient vésiculé
(Figure 12 a, b et ¢).



Ep : espace porte ; VCL : veine centrolobulaire ; H : Hépatocyte ; Cs : capillaire sinusoide ; TH :
travées Hépatocytaire ; Ne : Noyau endothélial ; Hb : Hépatocyte bi nucléaire ; Hm :
Hépatocyte mononucléaire ; Nc : nucléole.

Figure 7 : Structure du parenchyme hépatique chez la souris témoin, Coloration: HE;
Grossissement: x100 (a) ; x400 (b, c, d).



Co : congestion sanguine VCL : veine centrolobulaire Cs : capillaire sinusoide Ep : Espace porte.

Le parenchyme hépatique chez les traités présente une perte d’organisation architecturale, une
congestion sanguine et une dilatation des veines centrolobulaires et des espaces porte chez les souris
traitées.

Figure8 : Structure du parenchyme hépatique chez les souris témoins (a) et
traités par 1/20 DL50 d’acétamipride (b,c et d).

Coloration : HE (a, c et d) et Trichrome de Masson (b) ; Grossissements : x100 (a et b) et
x400 (c et d).



VCL : veine centrolobulaire H : Hépatocytes Cs : capillaire sinusoide TH :
travées Hépatocytaire.

Le parenchyme hépatique chez les traités présente une dilatation des capillaires

sinusoides.

Figure 9 : Structure du parenchyme hépatique chez les souris témoin (a) et traités par
1/20 DL50 d’acétamipride (b et c).

coloration : HE (a) et trichrome de Masson (b et c); grossissement x400 (a, b et c)



VCL : veine centrolobulaire Co : congestion sanguine ; If : infiltrat inflammatoire

Le parenchyme hépatique chez les traités présente une infiltration cellulaire.

Figure 10 : Structure du parenchyme hépatique chez les souris traités parl/20 DL50
d’acetamipride (a, b, ¢, et d). coloration HE ; grossissement x400 .



H : Hépatocyte ; VCL : Veine centrolobulaire ; TH : travées Hépatocytaire ; Cs : Capillaire
sinusoide

Le parenchyme hépatique chez les traités présente une augmentation de la taille des Hépatocytes.

Figure 11 : Structure du parenchyme hépatique chez les souris témoin (a) et traités par
1/20 DL50 d’acétamipride (b et c).

Coloration : HE (a et b) et trichrome de Masson (c); grossissement x400 (a, b et c).



H : Hépatocyte ; VCL : Veine centrolobulaire ; TH : travées Hépatocytaire ; Cs : Capillaire
sinusoide

Le parenchyme hépatique chez les traités présente d’un aspect cytoplasmique vésiculaire.

Figure 12 : Structure du parenchyme hépatique chez les souris témoin (a) et traités par
1/20 DL50 d’acétamipride (b et c¢).

Coloration : HE (a et b) et trichrome de Masson (c); grossissement x400 (a, b et c).



111.4.2. Parenchyme pulmonaire

a. Chez les souris témoins

L’observation des coupes histologiques du parenchyme pulmonaire des souris
témoins a permet de métre en évidence de tres nombreux alvéoles qui sont séparées les unes
des autres par des petits cloisons inter alvéolaires et ils se connectent aux canaux alvéolaires
(Figure 13 4, b et c).

Le canal alveolaire fonctionne structurellement comme un couloir, qui se connecte a
plusieurs sacs alvéolaires et alvéole. Chaque sac alvéolaire est composé de deux ou plusieurs
alvéoles qui partagent une ouverture commune (Figure 13 a, b et ¢). L’épithélium alvéolaire
comprend deux types de cellules, les pneumocytes de type I, cellules pavimenteuses
possédant un noyau aplatis, sombre et ovale, avec un cytoplasme trés mince et les
pneumocytes de type Il qui possedent des noyaux volumineux et arrondis (Figure 13 c).

Les bronchioles sont constituées du centre a la périphérie d’une lumiére plus au moins
large bordée par un épithélium composé de nombreuses cellules de Clara (Figure 13 a). Ces
cellules possédent des noyaux plus au moins allongés, volumineux et sombres. L’épithélium

est disposeé sur un tissu conjonctif lache fin, le chorion (Figure 13 b).

b. Chez les souris traitées

L’étude des coupes histologiques des poumons des souris femelles traitées par

I’acétamipride (ACE) a raison d’une faible dose 1/20 de la DL50 pendant 15 jours montre des

altérations au niveau du parenchyme pulmonaire. Ces altérations sont marquées par :

- L’épaississement des cloisons inter alvéolaires et la réduction du diametre des sacs alvéolaires

et des alvéoles (Figure 14 a, c et d).

- La présence d’un épaississement des parois des bronches et des bronchioles terminales

(Figure 14 a, b, c et d).

- L’installation d’une congestion sanguine au niveau des bronches et des bronchioles qui donne

des images d’hémorragie (Figure 14 a, b, c et d).






AL: Alvéole ; B: Bronchiole; CA: canal alvéolaire; CL : cloison interalvéolaire ; CH: Chorion ;
SA: Sac alvéolaire ; Pl : Pneumocytes de types | ; P11 : Pneumocytes de types II.

Le parenchyme présente :
a- Une architecture normale.
b- Un canal alvéolaire et un chorion et des cloisons alvéolaires.

c- des composantes cellulaires de la paroi alvéolaire (pneumocytes de type | et I1).

Figure 13 : Structure du parenchyme pulmonaire chez les souris femelles témoins.

Coloration : Trichrome de Masson: (aetb) ; H.E: (c). Grossissements : x400(a, b et c).









AL: Alvéole ; B: Bronchiole; BT : Bronchiole terminale ; CA: Canal alvéolaire; CH: Chorion ; CS:
Congestion sanguine ; SA: Sac alvéolaire; H: Hématies; PIl: Pneumocytes de types I; PII:

Pneumocytes de types Il ; EP : Epaississement ; VS : Vaisseau sanguin .

Les altérations au niveau du parenchyme pulmonaire sont :

a- L‘épaississement des parois des bronches, dont la lumiere contient des hématies.

b- L‘épaississement de paroi des bronchioles terminale, avec la présence de congestion
sanguine.

c- L’épaississement des cloisons inter alvéolaires et la réduction du diametre des sacs
alvéolaires et des alvéoles, avec I’installation d’une congestion sanguine.

d- La congestion sanguine au niveau des bronches.

Figure 14 : Structure du parenchyme pulmonaire chez les souris femelles traitées.

Coloration : Trichrome de Masson: (a) ; H.E: (b, c et d). Grossissements : x400
(a, b, cetd).



La nécessité d'une production agricole plus élevée que I'un des conditions préalables a
I’amélioration du niveau de vie de la population implique l'utilisation de divers produits
chimiques. Pesticides pour prévenir les pertes de plantes cultivées, nourriture et le stress de
I'alimentation animale (Bahadur Singh et al., 2012).

Les pesticides sont des polluants les plus dangereux pour la santé humaine et
l'environnement en raison de leurs effets toxiques et de 1’accumulation de leurs
caractéristiques dangereuses, ils se propagent rapidement autour, par divers agents tels que
I'eau, I'air, et de la chaine alimentaire (Rasgele, 2015)

L’ Acétamipride (ACE ) , est un insecticide neonicotinoide , largement utilisé pour lutter
contre les insectes suceurs (Rasgele, 2015), présente une plus grande affinité pour les
récepteurs nicotiniques des insectes par rapport a ceux des vertébrés, chez les mammiferes
ACE a une large gamme d'influence sur les fonctions physiologiques (Zhang et al., 2011 ;
Wallace, 2014)

La présente étude a pour objectif la recherche d’une hépatotoxicité et une
pneumotoxicité chez des souris femelles adultes suite au traitement par voie orale de 1/20
DL50 d’ACE pendant 20 jours. D’aprés les résultats obtenus, aucun changement de
comportement chez les souris n’est signalé pendant toute la période d’expérimentation. Ces
résultats ne corroborent pas avec ceux de singh et al. (2012) qui ont remarqué une dépression
sur des souris qui ont été traité par une dose de 1/20 DL50 (10mg/Kg) pendant 28 jours,
cela revient probablement a la période du traitement imposé au souris. Tandis qu’une
salivation tres douce a été observée selon Mondal et al. (2014) chez des rats femelles traitées
par 25mg/Kg d’acetamipride pendant 28 jours (par voie oral).

Dans notre expérimentation et selon le suivi de la variation des poids corporel des
souris au cours du traitement pendant 20 jours, toutes les souris témoins et traités on présentés
une augmentation non significative du poids corporel. Des résultats similaires sont rapportés

par Singh et al. (2012) chez les souris males traités par 10mg/Kg d’ACE pendant 28 jours.

Ces souris ont montré une augmentation du poids jusqu’au 20éme jour du traitement suivi par une diminution & partir du
21éme jour. L’augmentation du poids corporel de nos souris montre que la dose utilisée n’a pas d’effet toxique sur la croissance des
souris.

Afin de rechercher une affection hépatique et pulmonaire chez les souris traitées par 1/20 DL 50 d’ACE, une étude
histologique et les dosages sanguins des taux d’ALAT, ASAT et bilirubine sont réalisés. Les résultats obtenus ont indiqué une légére

baisse qui reste non significative des taux d’ALAT et ASAT par rapport aux témoins. Cette baisse ne refléte pas une atteinte

hépatique car cette derniére est généralement associée avec I’augmentation des transaminases (G uyader, 2005 ; Werner

etal., 2013)



Il n’existe aucune information, a notre connaissance, au sujet de la baisse de ’ALAT quelle
que soit I’espéce considérée.ct puisque la baisse est faible et non significative on peut la
considérer normale.

Le taux de bilirubine totale reste inchangé par rapport a celui des souris témoins, donc

1/20DL50 d’ACE n’a pas affecter les taux sanguins de la bilirubine et des transaminases.

L’étude en microscope optique a revelé des modifications structurales remarquables au
niveau du parenchyme hépatique chez presque toutes les souris traitées :
Une congestion sanguine, une dilatation vasculaire et une dilatation sinusoidale et des
infiltrations & proximité de la veine et au sein du parenchyme. Certaines hépatocytes sont
hypertrophiées avec un cytoplasme clair et une chromatine dense. Des résultats similaires sont
retrouvés chez des souris traités par Acétamipride et propineb (Rasgele et al., 2015; Mondal

etal., 2014) et sur des rats femelles de souche Wistar traités par I’ ACE.

L’étude en microscopie photonique des poumons des souris traitées montrent des
altérations au niveau du parenchyme pulmonaire. Ces altérations sont marquées par
I’épaississement des cloisons inter-alvéolaires, les parois des alvéoles sont fortement épaisses.
Les bronchioles terminaux sont bordées avec un épithélium altéré, irrégulierement épais et
discontinu. La lumiére bronchiale présente de débris cellulaires. La congestion des vaisseaux
sanguins et une hémorragie modérées ont également observées. Cet insecticide (ACE) montre
des altérations au niveau des foyers ce cet organe, pas tout I’organe, donc Le degré

d’altération augmente en fonction de la dose et la durée.

Plusieurs chercheurs ont trouvés des altérations similaires au niveau du parenchyme
pulmonaire chez des rats femelles de souche wistar Pour une dose de 25 mg/kg/j pendant 28

jours. Ces altérations ont été considérées comme des signes de toxicité (Mondal et al,, 2014).

L’ensemble de ces résultats montrent que 1’acétamipride induit des Iésions considérables au

niveau des structures tissulaires dans ces organes (Malih et al.,2009).



CONCLUSION ET PERSPECTIVES



A travers cette étude nous nous sommes intéressées d’une part au contréle de
conformité de quelques parametres biochimiques (ASAT, ALAT et Bilirubin), suite a
I’administration d’une faible dose : 1/20 de la DL 50 d’Acétamipride par voie orale et d’autre
part a I’évaluation de sa toxicité sur 1’aspect morpho-fonctionnel hépatique et pulmonaire
chez des souris femelles.

A la lumiere des résultats du bilan biochimiques, il s’avére que la faible dose d’ACE :
1/20 DL 50 n’est pas toxique.

Par contre, I’examen histologique s’est caractéris€¢ par des modifications structurales
plus ou moins importantes au niveau hépatique et pulmonaire. En effet des altérations
remarquables du parenchyme hépatique se sont manifestées par :

- dilation des capillaires sinusoides,

- congestion sanguine et dilatation centro-lobulaire,
- infiltration cellulaire,

- augmentation de la taille des hépatocytes,

- perte d’organisation architecturale du parenchyme hépatique et présence d’un aspect
cytoplasmique vésiculaire.

L’atteinte du parenchyme pulmonaire est marquée par :

- I’épaississement du cloisons interalvéolaire,

- réduction du diametre des sacs alvéolaires et des alvéoles,
- congestion sanguine,

- ’accumulation des débris.

L’ensemble de ces altérations confirment 1’effet hépatotoxique et pneumotoxique de
I’ACE a raison de 1/20 de la DL50 chez les souris femelles.

Cette étude reste toujours insuffisante, par rapport a la dose administrée, la durée
respectée, les parametres et les fonctions étudiées. Pour cela nous recommandons d’explorer
d’autres fonctions, d’autres doses et aussi que des études de toxicité chronique soient réaliser
sur ’acétamipride afin de pouvoir extrapoler les effets toxiques a 1’étre humain.

I1 serait nécessaire d’alerter les autorités et les agriculteurs sur les effets toxiques de
cet insecticide sur I’environnement et sur la santé humaine et animale. Cela a fin de mettre en
ceuvre une stratégie de restriction et de contrdle de son utilisation et d’encourager ’utilisation
des bio-insecticides.



ANNEXES



ALAT
Réactifs :
Composants et concentrations :
R1: tris PH 7.15 140 mmol/L
L-Alanine 700 mmol/L
LDH (lactate déshydrogénase) > 2300 U/L
R2 : 2- oxoglutarat 85 mmol/L
NADH 1 mmol/L
Pyridoxal-5-phosphat FS
Tampon de Good PH 9.6 100 mmol/L
Pyridoxal-5-phosphat 13 mmol/L

Mode opératoire :

Longueur d’onde 340 nm, Hg 365 nm, Hg 334 nm
Trajet optique lcm

Température de mesure 37°C

Mesure contre 1’air

Echantillon / calibrant 100 uL
Reactif 1 1000 pL
Réactif 2 250 uL

Mélanger, incuber échantillon/Calibrant et le réactif 1 pendant 5 min. puis ajouter le réactif 2,
puis mélanger, lire I’absorbance apres 1 min. et déclencher le chronometre . lire I’absorbance

a nouveau apres 1,2 puis 3 min.

Calcul :

Calculer le AA/min, a partir des mesures d’absorbance et multiplier par le facteur
correspondant a la table ci-dessous :




AA/min X facteur = activité de ALAT [ U/L].

Démarrage par le substrat Démarrage par 1’échantillon
340 nm 2143 1745
334 nm 2184 1780
365 nm 3971 3235

Avec le calibrant ) )
AA/min échantillon

ALAT [U/L] =

AA/min calibrant

ASAT
Réactifs :

Composants et concentrations :

X Con. Calibrant [ U/L]

R1: tris PH 7.65 110 mmol/L
L-Aspartate 320 mmol/L
MDH ( malate déshydrogénase) > 800 U/L
LDH ( lactate déshydrogénase) > 1200 U/L

R2 : 2- oxoglutarat 65 mmol/L

NADH 1 mmol/L

Pyridoxal-5-phosphat FS

Tampon de Good PH 9.6 100 mmol/L
Pyridoxal-5-phosphat 13 mmol/L

Mode opératoire :

( le méme mode que ’ALAT)

Echantillon / calibrant 100 pL

Reactif 1 1000 pL

Réactif 2 250 uL




-mélanger, incuber 1’échantillon avec le réactif 1, pendant 5 min. puis ajouter le réactif 2,
mélanger, lire 1’absorbance aprés 1 min. et démarrer le chronométre, lire 1’absorbance a

nouveau apreés 1,2 puis 3 min.
Calcul :
Avec facteur

A partir des lectures d’absorbance, calculer le AA/min et multiplier par le facteur

correspondant du tableau ci-dessous :

AA/min X facteur = activité de ASAT [ U/L ]

Démarrage par le substrat

340 nm 2143
334 nm 2184
365 nm 3971

Démarrage par 1’échantillon

340 nm 1745
334 nm 1780
365 nm 3235

Avec le calibrant ) .
AA/min échantillon

ASAT [U/L )= X Con. Calibrant [ U/L]
AA/min calibrant

Bilirubine :

Réactifs :

R1 : tampon phosphate 50 mmol/L
Nacl (Détergent, stabilisants) 150 mmol/L

R2 : 2 ,4-sel de dichlorophényl-diazonium 5 mmo/L




Hcl (détergent) 130 mmol/L

Mode opératoire :

Longueur d’onde 546 nm (540 — 560 nm)
Trajet optique lcm

Température de mesure entre + 20°C et + 25°C/37°C

Mesure contre le blanc reactif

Blanc Echantillon /calibrant
Echantillon/calibrant - 25 uL
Eau distillée 25 uL -
Réactif 1 1000 pL 1000 pL
Réactif 2 250 uL 250 pL

AA = [( A2 — Al) Echantillon/ Calibrant ]
Calcul :

Avec calibrant
AA échantillon
Bilirubine [mg/L] = X Conc. Cal. [mg/L]
AA cal

Facteur de conversion :

Bilirubine [mg/L] X 1.71 = bilirubine [ ymol/L]

Tableau 2: composition de I’alimentation




Composition des bouchons

(mg/kg)

Protéine (%) 20
Matiére grasse brute (%) 4
Centre brute 6.5
Cellulose brute (%) 5.5
Calcium (%) 1.1
Phosphore (%) 0.8
Vitamine A (UL/kg) 22000
Vitamine D3 (UL/KkQ) 2200
Vitamine E (UL/kg) 100
Sulfate de cuivre pentahydraté/ cuivre 8

Dans la période d’adaptation:

B
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T Salle d’adaptation
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Souris en cages / bouteilles d’eau / bouchons

Dans la période du gavage :

3 i) G % 20

MEOPISTOP

ACETAMIPRIDE 20 % SP

MOPISTOP

n'est pas toxique pour les abeilles
MOBISTOP

st autorisé pendantde la floraison.

AMineuse/AlourodesPugerons

*
oron.l Alsurodes
&

Insecticide : Acétamipride
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Aiguille seringue catheter

Quantité de la matiere active pour chague souris



https://www.google.dz/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiymdbugabNAhXHOhQKHYkWDtMQFggiMAE&url=http%3A%2F%2Fwww.dutscher.com%2Ffrontoffice%2Fproduct%3FproduitId%3D0K-02-14&usg=AFQjCNGgeiGUJSzFJytv-It3bM8mDWqkgQ&sig2=kx95u3TIQBeb9tYovbuEFA&bvm=bv.124272578,d.d24

Gavage par voie orale

Dans la période du sacrifice :

Fiole

Pinces




Eprouvette graduée et entonnoir

Ciseau

Alcool formol

Eau distillée




Etude histopathologique du foie et des poumons :




Automate

Distributeur de paraffine

Etuve

Confection des blocs de paraffine




Microtome

Bain marie

Porte lames et lames




Batterie de coloration  1’Eukitt

Automate de coloration




Microscope photonique de Leica

Tableau 3: tableau de student.






Si T est une variable aléatoire suivant la loi de Stu-
dent & v degrés de liberté, la table donne, pour o fixé,

la valenr #;_, » telle que

p{lTl = ']_‘,‘,‘2} ol |

af2 af2
Ainsi, ty_,/ est le quantile d'ordre 1 =2 de la loi de
Student & v degrés de liberté, tajr 0 tiap
N 0,900 | 0.500 [ 0.300 | 0.200 { 0,100 | 0.050 | 0.020 | 0010 [ 0,001
I | 0.1584 | 10000 | 1.9626 | 3.0777 | 6.3138 | 12,7062 | 31.8205 | 63.6567 | 6:36,6193
2 10,1421 [ 08165 | 13862 | L8856 | 2,9200 | 4,3027 [ 6,9646 | 9.9248 | 31,5001
3 10,1366 | 0.7649 | 1.2498 | 16377 | 23534 | 3,1824 [ 4,5407 | 58400 | 12,9240
I | 0,1338 | 0.7407 | L1806 | 1.5332 | 21318 | 27764 | 3,7469 | 4.6041 | 8.6103
5 10,1322 [ 0.7267 [ 115568 [ L4759 [ 2,0150 | 2,5706 | 3.3649 | 1.0321 | 6.8638
6 | 01311 | 07176 | L1342 | L4308 | 19432 | 24469 | 3,1427 | 3.7074 | 5.9088
7101303 (071010 | L1192 | LAL49 | L3MG | 2.3646 | 29080 | 3.4995 [ 54079
8 10,1297 | 0.7064 | LI0OSI | L3968 | 1.8595 | 2,3060 | 2,%065 | 3.3554 | 5.0413
0 10,1203 | 0.,7027 | 10997 | 1.3830 | 1.8331 | 2,2622 | 28214 | 3.2498 | 4,780
10 |0,1289 | 0.6908 ( 1,0931 | 13722 | 1.8125 | 2,2281 | 2,7638 | 3.1693 | 4.5869
11 [ 0,1286 | 06974 [ LOSTT | 13634 [ 17959 | 2.2010 | 2,7TI81 | 3.1058 | 4.4370
12 10,1283 | 0,6955 | 10832 | 13562 | 1.7823 | 2,1788 | 2,6810 | 3.0645 | 43178
13 | 0.1281 | 0.6938 L0795 | 13502 | 1.7700 | 2,1604 | 2,6503 | 3.0123 | 4,2208
14 ] 0,1280 | 06924 | 10763 | L3450 | L7613 | 21448 | 2,6245 | 29768 [ 4.1405
15 [0,1278 10,6912 10735 | 13406 | 1.7531 | 2,131 | 2,6025 | 20467 | 4.0728
16 10,1277 | 0.6901 | 1LOTI1 | L3368 | 17450 | 2,1199 | 2,5835 | 2.9208 | 4,0150
17 10,1276 | 06892 | 10600 | 13334 | 1.7396 | 2,1008 | 2,6669 | 2.8082 | 3.9651
18 10,1274 | 0,6884 | 10672 | 13304 | 17341 | 2,1009 | 2,562 | 28784 [ 3.9216
19 10,1274 | 06876 | 1.0655 | 13277 | L7291 | 2,0030 | 2,5395 | 2.8600 | 3.8834
20 |0,1273 | 0.6870 [ 10640 [ 1.3253 [ L7247 | 2,0860 | 2,5280 | 2.8453 | 3.849
21 10,1272 [ 0.6864 | 1.0627 | 13232 | L7207 | 2.0796 | 25176 | 28314 | 3.8193
22 10,1271 [ 06858 | L0614 | 13212 | L7171 | 2,0739 | 2,5083 | 2.8188 [ 3,7921
23 10,1271 [ 06853 | 1.0603 [ 13105 | 17139 | 2.0687 | 2,4999 | 28073 | 3.7676
20 10,1270 [ 0.6848 | 1.0593 | L3178 | L7109 | 2,0639 | 2,4922 | 2.7960 [ 3.74
25 10,1260 | 0,6844 | 10584 | L3163 | L.70SL | 2,0595 | 2,851 | 2.7874 | 3.7251
26 10,1269 | 0.6840 [ L0GT5 [ L3150 [ L7056 | 2,0655 | 24786 | 2.7787 | 3.7066
27 | 0,1268 [ 06837 | LOGG6T | L3137 | L7033 | 2,0618 | 24727 | 2.7707 | 3.6896
28 10,1268 [ 06834 | 1.0560 | 13125 | L7011 | 2.0484 | 24671 | 2.7633 | 3.6739
29 10,1268 [ 06830 | 1.0553 | L31L4 | 16991 | 2.0452 | 24620 | 2.7564 | 3.650
30 10,1267 | 0,6828 | 10T [ L3104 | 16973 | 2,0423 | 24573 | 2.7500 | 3.6460
40 10,1265 | 0.6807 | 10500 | 13031 [ 16830 | 2,0211 | 24233 | 27045 | 3.5510
60 | 0.1262 [ 0.6786 | 10455 [ 12958 | 16706 | 2,0003 [ 23001 | 2.6603 | 3.4602
80 | 0,1261 [ 0,6776 | 1.0432 | 1,2922 | 16641 | 1.9901 | 23739 | 2.6387 | 3.4163
120 10,1259 | 0,6765 | 10409 | 1,2886 | 1.6577 | 19799 [ 2,3578 | 26174 | 3.3735
% 10,1207 | 0.6745 | 1,0364 | 12816 L6440 | 19600 | 23263 | 2.5758 [ 3.2005




Tableau 4: évolution de la masse corporelle des souris témoins au cours des semaines.

avant lere semaine 2l 3¢me semaine
I’expérimentatio | d’expérimentation | semaine (fin
n d’expérimentation)
Témoins
1 24 26 25 26
2 20 31 21 21
3 34 35 33 36
4 29 29 28 28
5 22 22 19 18
6 34 33 33 34
Moyenne 27,16 29,33 26,5 28,83
Ecart type 5,95 4,34 5,40 5,89




Tableau 5 : évolution de la masse corporelle des souris traitées au cours des semaines.

Poids(g)

Tableau 6: Concentration de certains parameétres biochimiques chez les souris témoins.

(n=6)

Taux Taux Bilirubine | Bilirubine | Bilirubine
Témoin ASAT ALAT Totale directe indirecte

(UI/L) (UI/L) (mg/l) (mg/l) (mg/l)
386 149 3,01 2,81 0,20
410 96 2,12 0,98 1,14
252 69 2,48 0,00 2,48
339 80 2,38 1,18 1,20
405 89 3,57 1,30 2,27
302 87 2,26 1,16 1,10




Moyenne

349

95

2,636

1,238

1,398

Ecart type

57,654

25,553

0,501

0,824

0,770

ALAT : Alanine amino transférase ; ASAT : Aspartate amino transférase.




Tableau 7 : Concentration de certains paramétres biochimiques chez les souris traitées.
(n=3)

Traités




Fiches techniques :

Fiche technique N°1 : Fixation

Fixateur : formol a 10%
Formule chimique :
Poids moléculaire :

Composes :

Bau diStille . ... 90 ml
Chlorure de SOdium............coooiviiii i, 0.85a0.90¢
FOrmol CONCENLIE. .. ... 10 ml

Fiche technique N°2 : Collage des rubans

Gélatine
Gélatine en poudre ...........ooeiiiiiiiii 4g
Eaudistillée. ... 100 ml

Fiche technique N°3 :Coloration

Les étapes des colorations réalisées sont les suivantes :

a- Coloration de Trichrome de Masson :

-un bain d’alcool 70% ......ovniiiii (3 minutes).
-un bain d’alcool 90% .....ooviiiii i, (3 minutes).
-un bain d’alcool 100% ......ovviiniii (3 minutes).

-ringage a I’eau courante.

-un bain d’hématoxyline de Groat ..............ccocevviiriiiiiieninnn... (2 minutes).
-ringage a 1’eau courante.

-un bain de fushine de ponceau ..............coooviiiiiiiiiiii i (30 secondes).
-ringage a 1’eau courante.

-un bain de phosphomolyptique phosphotongstique ...................... (Sminutes).



-un bain de vert [Tumi€re ..........coooiiiiiiiiii e (3 a 4 minutes).
-ringage a I’eau courante.
-un bain d’alcool de 100 % .......cooiiiiiiiii ( 5 secondes).

SUn bain de XYIENe ....oovvie i (3 minutes)

b- Coloration de I’hématoxyline-éosine (HE) :

-Deux bains d’hématoxyline ..............ccoooeiiiiiiiiiiiiiiin. (2 minutes).
-Ringage a I’eau courante .
-Un bain d’acide chlorhydrique...............ccooiiiiiiiiiiinn. .. ( 2 minutes).
-Ringage a I’eau courante.
-Un bain d’ammoniac ............ooeiviiiiiiiiii i (2 minutes).
-Ringage a I’eau courante .

SUn bain d’€0SINE ....uneieii e (30 secondes).
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