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Résumé

Aujourd’hui, les pesticides sont soupgonnés de présenter un risque pour la santé humaine et
pour I’environnement. L’imidaclopride (IMD) est un insecticide qui appartient a la famille des
néonicotinoides et parmi les pesticides les plus utilisés au monde en agriculture. Le
formaldéhyde (FA) est un produit chimique organique largement utilisé dans le monde entier
et a des effets dangereux pour ’homme et son environnement. Extrémement courant, ce
produit est utilisé comme deésinfectant ou biocide. Pimpinella anisum L. est I'une des plantes
médicinales. Son I’huile essentielle et ses extraits ont des diverses activités biologiques. Dans
cette eétude nous nous sommes intéressés a évaluer d’un coté, I’effet toxique de deux
pesticides, I’imidaclopride et le formaldéhyde, sur un modele animal ; les rats Wistar pendant
28 jours; 30 jours respectivement, et d’un autre coté d’estimer 1’effet thérapeutique de
I’extrait aqueux de Pimpinella anisum (EAP) contre cette toxicité. En se basant sur quatre
approches : neurocomportementale, biochimique, hématologique et histologique. L’exposition
a ces pesticides entraine un retard de la croissance pondérale, ainsi qu’une perturbation du
développement hépatique et rénal. Nos résultats montrent également que les deux pesticides
utilisés (IMD et FA) provoquent une neurotoxicité qui apparut a travers, les changements
neurocomportementaux qui se sont manifestés par une dépression, une anxiété, une
perturbation de I’apprentissage et la mémoire spatiale, ainsi qu’une dégénérescence des
cellules cérébrales chez les animaux exposeés aux pesticides par rapport aux animaux
intoxiqués traités par I’EAP et animaux témoins. L’étude biochimique a mis en évidence une
perturbation des parametres hépatiques qui se traduit par une élévation significative (P <
0.001) du taux sérique de ’ASAT, ALAT et PAL ainsi que les paramétres rénaux a savoir
I'urée (P < 0.05, P <0.01), créatinine (P < 0.01, P <0.001) chez les rats exposés a I’IMD et
au FA par rapport aux rats témoins respectivement. Il ressort a travers I’hémogramme, une
réduction significative du taux sérique des thrombocytes (P < 0.001), érythrocytes (P <
0.001), hémoglobine (P < 0.001) et hématocrite (P < 0.05 ; P < 0.01) chez les rats intoxiqués
par 'IMD et par le formaldéhyde comparativement aux rats témoins respectivement. Les
résultats montrent aussi une augmentation significative (P < 0.01) du nombre des leucocytes
chez les animaux exposés a I’'IMD ainsi que sa diminution significative (P < 0.01) chez les
animaux exposés au FA par rapport aux animaux témoins. L’étude histologique a montrée une
atteinte cellulaire ainsi que des modifications structurales et des altérations au niveau des
différents tissus chez les lots intoxiqués par les deux pesticides comparativement aux lots
témoins et intoxiqués traités. Par ailleurs, le traitement par 1’extrait aqueux de Pimpinella
anisum durant deux semaines nous a permis d’enregistrer un effet correcteur sur ’altération
des différents parametres récents, en minimisant la toxicité induite par I’imidaclopride et le
formaldéhyde. A partir de nos résultats, on peut conclure que I’extrait aqueux de Pimpinella
anisum présente un effet bénéfique face a la toxicité induite par les deux pesticides.

Mots clés : Imidaclopride, Formaldéhyde, Pimpinilla anisum, Mémoire, Apprentissage.



Abstract

Today, pesticides are suspected of posing a risk to human health and the environment.
Imidacloprid (IMD) is an insecticide that belongs to the neonicotinoid family and is among
the most widely used pesticides in agriculture worldwide. Formaldehyde (FA) is an organic
chemical that is widely used worldwide and has dangerous effects on humans and the
environment. Extremely common, it is used as a disinfectant or biocide. Pimpinella anisum L.
is one of the medicinal plants. It’s essential oil and extracts have various biological activities.
In this study we were interested in evaluating on one hand, the toxic effect of two pesticides,
imidacloprid and formaldehyde, on an animal model; Wistar rats for 4 weeks, and on the other
hand to estimate the therapeutic effect of the aqueous extract of Pimpinella anisum (EAP)
against this toxicity. Based on three approaches: neurobehavioral, biochemical and
histological. Exposure to these pesticides leads to a delay in weight growth, as well as a
disturbance in liver and kidney development. Our results also show that the two pesticides
used (IMD and FA) induced neurotoxicity that appeared through, neurobehavioral changes
manifested by depression, anxiety, disturbance of learning and spatial memory, as well as
brain cell degeneration in animals exposed to the pesticides compared to poisoned animals
treated with EAP and control animals. The biochemical study showed a disturbance of liver
parameters resulting in a significant elevation (P < 0.001) of serum AST, ALT and PAL as
well as renal parameters namely urea (P < 0.05, P < 0.01), creatinine (P < 0.01, P < 0.001) in
rats exposed to IMD and FA compared to control rats respectively. A significant reduction in
serum thrombocytes (P < 0.001), erythrocytes (P < 0.001), hemoglobin (P < 0.001) and
hematocrit (P < 0.05; P < 0.01) in IMD- and formaldehyde-intoxicated rats compared to
control rats, respectively, was observed on the blood count. The results also show a significant
increase (P < 0.01) in the number of leukocytes in animals exposed to IMD and a significant
decrease (P < 0.01) in animals exposed to FA compared to control animals.The histological
study (Brain, Liver, and Kidney) showed cellular damage, structural changes, and tissue
alterations in the batches intoxicated with both pesticides compared to control and treated
intoxicated batches. In addition, treatment with the aqueous extract of Pimpinella anisum for
two weeks allowed us to record a corrective effect on the alteration of various recent
parameters, minimizing the toxicity induced by imidacloprid and formaldehyde. From our
results, we can conclude that the aqueous extract of Pimpinella anisum has a beneficial effect
against the toxicity induced by the two pesticides.

Keywords: Imidacloprid, Formaldehyde, Pimpinilla anisum, Memory, Learning.
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Introduction

En Algérie, 'usage des insecticides, des fertilisants, des engrais, des détergents et autres
produits phytosanitaires se répand de plus en plus avec le développement de I’agriculture,
mais aussi dans le cadre des actions de lutte contre les vecteurs nuisibles. Avant I’utilisation
des produits phytosanitaires, les systemes de culture étaient congus pour assurer le meilleur
compromis entre le risque phytosanitaire et le potentiel de production de la culture. Apres la
seconde guerre mondiale, les pesticides ont permis le développement de 1’agriculture et ont
contribué a ’augmentation des rendements et a la régulation de la production agricole

(Merhi, 2008).

Au cours des deux derniéres décennies, la révolution industrielle et le développement
technologique dans le domaine de I’agriculture a considérablement compliqué les problémes
de l’environnement (Andra et al., 2017). L’explosion démographique de la population
mondiale et ses besoins alimentaires et sanitaires sont les principales raisons ayant conduit a
une augmentation spectaculaire de la production et 1’utilisation des pesticides susceptibles
d’engendrer ’apparition de plusieurs maladies (Gasmi, 2018). Globalement, 4,6 millions de
tonnes de pesticides sont utilisés chaque année et 500 substances font 1’objet d’une utilisation
massive (Jacquot, 2013). Cependant, aujourd’hui, les pesticides, soit en substances méres ou
leurs produits de transformation sont soupconnés de présenter un risque pour la santé de
I’homme a travers son exposition en plusieurs fagons (par la voie respiratoire, orale ou
cutanée, via l’air (gaz et particules), les sols, les poussiéres), qui viennent s’ajouter aux

expositions alimentaires ou domestiques.

Parmi les pesticides utilisés, un certain nombre de molécules sont actuellement suspectées
d’étre des perturbateurs du systéme nerveux ; les néonicotinoides, insecticides les plus utilisés
dans le monde entier pour la protection des cultures, comme les céréales, le mais, le coton, les

pommes de terre, le riz et de nombreux légumes.

Au sein du groupe de pesticides néonicotinoides, l'imidaclopride est un insecticide
systémique a base de nicotine qui agit en ciblant les récepteurs postsynaptiques de
I'acétylcholine nicotinique, ce qui perturbe la transmission du potentiel d'action des nerfs et
entraine une modification du comportement alimentaire, une paralysie et en fin de compte, la
mort des organismes exposés (Simon-Delso et al., 2015 ; Batikian et al., 2019). Il est
homologué pour un usage agricole et non agricole dans le monde entier (Moffat et al., 2016).
En plus d'étre largement utilisé en agriculture pour lutter contre les insectes suceurs,

I'imidaclopride est aussi couramment utilisé a des fins non agricoles, surtout dans les zones

2|



Introduction

urbaines comprenant la lutte contre les puces chez les animaux de compagnie, la lutte contre
les insectes des pelouses et des jardins, le traitement des punaises des lits et la lutte contre les
fourmis autour des maisons et des propriétés (Batikian et al., 2019).

Cependant, de nombreux utilisateurs ne sont pas au courant de la dose toxique de I'MD et
de l'ingestion possible de graines, de plantes et de I'eau pulvérisées par cet insecticide, ce qui

provoque une toxicité et méme la mort des individus exposés (Emam et al., 2018).

Le formaldéhyde (I’aldéhyde formique) est un produit chimique toxique trés réactif qui est
couramment utilisé en médecine (en particulier dans les laboratoires d'anatomie et de
pathologie), dans l'industrie, les produits cosmétiques, les matériaux de construction et
comme un désinfectant (bactéricide). On le retrouve egalement dans la fumeée de cigarette, les
gaz d'échappement des automobiles, le mazout et le gaz naturel, ce qui contribue a augmenter
la pollution de l'air. L'exposition au formaldéhyde est de plus en plus courante, que ce soit
dans des conditions environnementales ou de laboratoire, ou des professionnels et / ou des
étudiants du domaine médical sont constamment exposes. Les humains non seulement
exposent mais peuvent aussi le produire physiologiquement par le métabolisme de la L-
méthionine, de I'histamine ou de la méthylamine (De Oliveira Ramos et al., 2017 ; Gerin et
al., 2016).

Les plantes aromatiques sont connues pour exercer leurs effets thérapeutiques en piégeant
les radicaux libres et en modulant le systeme de défense antioxydant, ces effets sont dus
principalement a leur richesse en molécules bioactives. De nombreux chercheurs ont établi
une correélation entre la supplémentation alimentaire de certains produits a base de plantes et
la réduction des effets toxiques des substances toxiques présentes dans l'environnement a

savoir les pesticides (Lonare et al., 2016).

Pimpinella anisum L. (Apiaceae), communément appelée anis est I'une des plus anciennes
plantes d'épices connues, largement utilisé comme ingrédient culinaire ainsi que comme
remede traditionnel pour le traitement de différents troubles dans les systémes de médecine
traditionnelle de différentes civilisations. Cette plante est riche en huiles volatiles. Les graines
de cette plante sont couramment recommandées comme antioxydant, antiseptique,
antimicrobien, apéritif, digestif, antispasmodique, expectorant, galactogogue, cestrogénes,
anti-inflammatoires et diurétiques (AlSalhi et al., 2016 ; Bettaieb Rebey et al., 2017).
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En ce basant sur les données bibliographiques, notre travail de recherche sert a déterminer
I’effet thérapeutique de 1I’extrait aqueux de Pimpinella anisum L. durant 15 jours d’exposition
chez des rats wistar préalablement intoxiqués par deux différents pesticides Imidaclopride et

formaldéhyde.

Pour atteindre cet objectif, nous allons utiliser différentes techniques expérimentales selon
plusieurs approches a savoir: biochimiques, hématologique, histologiques et

neurocomportementales. Ce manuscrit est organisé en trois grandes parties :

0,

% La premiere partie synthétise les connaissances sur les pesticides et leur effets

toxiques en général et les pesticides étudiés en particulier ;

L)

% La deuxiéme partie est consacrée a la présentation de différentes meéthodes entrepris
pour la concrétisation de cette thématiques ainsi que les résultats obtenus dans le cadre
de cette étude : la détermination de la composition chimique du I’huile essenticlle et
de I’extrait de la plante étudier, I’évaluation de I’effet toxique de I'imidaclopride (90
mg/kg pendant 28 jours) et du formaldéhyde (125 mg/kg pendant 30 jours) selon une
approche neurocomportementale, ainsi que I’évaluation du poids pondéral des rats et
I’exploration de la fonction cérébrale, hépatique et rénale selon une approche

biochimique, hématologique et histopatologique ;

% La troisieme partie ; une discussion détermine la relation entre les résultats de cette

étude et celles apportés par la littérature ;

% En fin, une conclusion fait le bilan des résultats de notre étude, puis des perspectives

envisagées dans la continuité de ces travaux sont également présentées.
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1. Pimpinella anisum :

1.1. Définition

Le genre Pimpinella anisum L., I’anis vert, est une plante médicinale et aromatique
annuelle qui est considéré comme l'une des plus anciennes herbes médicinales et plantes a
épices largement utilisées (Bekara et al., 2016; Mosavat et al., 2019). Cette plante est I’'une
des plus grands genres de la famille des Apiaceae qui compte 170-180 especes a travers
I’Europe et 1’Afrique (Akahn, 2016 ; Gamberini, 2015 ; Babulka, 2004), et elle a son
origine dans la partie orientale du bassin méditerranéen, au Moyen Orient et en Egypte. C’est
une plante qui ne se trouve a 1’état sauvage que dans certaines iles de la mer Egée (Babulka,

2004).
1.2. Description botanique

AN

ok

Pimpinella anisum

LThe Harbal Resowes

Figure 01 : plante de Pimpinella anisum L (Bruneton, 2009 ; Bekara, 2017).

L’anis (Pimpinella anisum L.) est une plante herbacee mesure environ 30 a 70 cm de
haut (Akaln, 2016 ; Gamberini, 2015 ; Ghazi et al., 2019). Il est en feuille de mai a
octobre, en fleur en juillet, et les fruits mdrissent d'aodt a septembre (Babulka, 2004 ; Ozcan

et Chalchat, 2006). Cette plante contient une huile essentielle d’une teneur de 1, 5 a 3,0 %.



https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0367253016300536#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0367253016300536#!
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1.2.1. Feuilles et fleurs

Figure 02 : description de la fleur et les feuilles de Pimpinella anisum L (Bekara, 2017).

Les feuilles alternes sont d'un vert vif; celles de la base sont larges, en forme de rein
ou arrondies, lobées; vers le sommet de la tige, elles sont découpées en laniéres. En été
apparaissent les fleurs, blanches et petites d'environ 3 mm de diametre, en ombelles denses
(fig.02) (Albulushi et al., 2014 ; Poles, 2006).

1.2.2. Fruit

Les fruits d'anis sont de petites graines sous forme de deux akenes d’une couleur allant du
gris-vert au brun grisatre (Ghazi et al., 2019) avec une odeur douce et sucrée. lls sont piriformes ou
ovoides, légerement compressé latéralement. Ils ont 3-5 mm de long et 2-3 mm de large. Chaque
fruit contient deux carpelles, et chacun des deux contenant un anis. Le péricarpe contient cing stries
avec des poils courts et verrugueux, ainsi que des conduits schizogenics qui contiennent I'huile
essentielle. Ce fruit germe en 17 a 25 jours a partir de 4 a 5° C. Le rendement est 0,8 a 1,5 de fruits a
I’hectare (Babulka, 2004 ; Parthasarathy et al., 2008).



http://www.worldcat.org/search?q=au%3AParthasarathy%2C+V.+A.&qt=hot_author
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1.2.3. Tige et Racine:
Tiges gréles et creuses, dressées et striées, ramifiée vers le haut (Poles, 2006 ; Bruneton,

2009). La racine est mince et en forme de fuseau. (Peter, 2001)

1.3. Taxonomie

Tableau 01: La classification de 1’anis vert (Bekara, 2017).

Regne Plantae
Division Magnoliophyta
Sous division Angiospermae
Classe Magnoliopsida
Sous classe Rosidae
Ordre Apiales
Famille Apiaceae (ombellifére)
Genre Pimpinella
Espéce Pimpinella anisum L.

1.4. Nomenclature (Charles, 2013 ; Bekara, 2017)
» Noms vernaculaires :
e En anglais : aniseed
e Enfrancais : anis vert
e Enarabe : El-Yansoune
e Dialecte locale : Habbat EI Hlawa

» Nom scientifique : Pimpinella anisum L.

1.5. Origine et distribution :

L’anis vert (Pimpinella anisum L.) est une plante originaire du Moyen-Orient,
indigene dans la région méditerranéenne orientale et est cultivée depuis des époques antiques
(Arslan, 2004 ; Akaln et al., 2016). Cette plante est cultivé a I’échelle mondiale (lannarelli
et al., 2018) dans la Turquie, Gréece, I’Iran, I’Inde, I’Egypte, Syrie, Afrique du Sud, Amérique
latine, Brésil, Mexique et d’autres nombreuses régions chaudes du monde (Shojaii et Fard,
2012 ; Albulushi et al., 2014 ; Khalid, 2015 ; Bekara et al., 2016 ; lannarelli et al., 2018).
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Actuellement, I’Espagne, la Turquie et la Chine sont les plus grands producteurs d’anis

(lannarelli et al., 2018).

1.6. Composition d’anis vert

Les fruits d’anis contiennent environ 9% d’eau, 35% de polysaccharides, 15% de
fibres brutes, 18% de protéines (Charles, 2013), sont une riche source d'huile essentielle
rendement de 2 a 6% (Bettaieb Rebey et al., 2019 ; lannarelli et al., 2018), 10 a 20 % de
I’huile fixe et des ions essentiels ( Potassium , calcium, phosphate et fer ) (Charles, 2013
; Cengiz et al., 2008). Ces graines sont une riche source de phénoles et de flavonoides
(Vahid Farzaneh et al., 2018) ainsi que du pétrole volatil, les acides gras, les coumarines, et
les hydrates de carbone (Bekara et al., 2016). Ils sont riches aussi en vitamines tels que

vitamine C, vitamine B-6 et la vitamine A (Besharati-Seidani et al., 2005 ; Charles, 2013).

1.7. Intérét de I’utilisation de I’anis vert et son huile essentielle

L’anis vert a un grand intérét dans plusieurs domaines, elle est utilisée dans I’art
culinaire depuis I’antiquité comme un épice (Bettaieb Rebey et al., 2019) et méme dans la
médecine traditionnelle et moderne par ces effets thérapeutiques car elle exerce diverses
activités biologiques (Mosavat et al., 2019). Elle joue également un réle important dans
I’agrochimie comme pesticide. A cet égard, 1’anis représente une grande importance
économique et publique (Giovanni et al., 2018).

1.7.1. Importance culinaire :

Plusieurs graines d'Apiaceae sont principalement cultivées pour leur utilisation
comme épices. Depuis l'antiquité, I'anis est une épice indispensable dans I'art culinaire pour
assaisonner les aliments (Bettaieb Rebey et al., 2019). C’est un ingrédient des thés
traditionnels (lannarelli et al., 2018). Elle est largement utilisées dans diverses industries
alimentaires en raison de leur goQt et de leur odeur agréable (Ghazi et al., 2019). Les graines
d’anis et ses extraits sont largement utilisés dans les aliments, en tant qu'ingrédient de
célebres liqueurs et d’autres boissons alcoolisées (brandy) et non alcoolisées (tisane), de
confiseries (gateaux, bonbons). L’extrais d’anis a également trouvé son application dans les
produits de boulangerie (biscuits, beignets, pain, maritozzi) (lannarelli et al., 2018 ;
Hashem et al., 2018) ainsi que dans les aromatisants (Mushtaq et al., 2019 ; Ghazi et al.,
2019 ; Hashem et al., 2018) a savoir le café (Giovanni et al., 2018), glaces, gommes a
mécher (Vahid et al., 2018), les colorants naturels (Bettaieb Rebey et al., 2019).
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1.7.2. Importance en médecine :

L’anis a une longue histoire de l'usage médical essentiellement dans la médecine
traditionnelle (Asadollahpoor et al., 2017 ; Bettaieb Rebey et al., 2019) pour traiter divers
états pathologiques (Bettaieb Rebey et al., 2019). Tenant compte des informations
susmentionnées concernant les activités biologiques des fruits danis dans la médecine
ancienne et moderne (Asadollahpoor et al., 2017), Il est mentionné dans les VVédas, la Bible,
ainsi que dans les textes de Dioscoride (Jamshidzadeh et al., 2015). Il a été démontré que
cette plante est efficace dans le traitement de plusieurs maladies aigués et chroniques
(Farzaneh et al., 2018) a savoir les troubles respiratoires, digestifs, gynécologiques et

neurologiques (Ghazi et al., 2019).

1.7.3. Effets sur le systéme digestif :

L’anis et son huile essentielle sont connus pour leurs vertus digestives. Ils ont un
pouvoir antispasmodique, galactagogue, diurétique, carminatif (Sayed-Ahmad et al., 2017 ;
Hashem et al., 2017 ; lannarelli et al., 2018 ; Bettaieb Rebey et al., 2019), laxatif,
antiulcéreux (Mushtaq et al., 2019), aphrodisiaque, apéritif, anti soif, ainsi que son efficacité
contre les ballonnements, les douleurs de 1’'estomac et les coliques (Gamberini et al., 2015).
Un essai clinique a démontré les effets bénéfiques de ’anis pour le traitement de dyspepsie et

les complications variables sur les conduites gastro-intestinaux (Asadollahpoor et al., 2017).
1.7.4. Effetssur le systéme nerveux :

Pimpinella anisum a plusieurs effets thérapeutiques sur les désordres neurologiques,
cela est dii a son importante teneur en anéthol (Gamberini et al., 2015 ; Bakaraet al., 2016).
Cette plante a été revendiqué étre utile pour 1’épilepsie et la mélancolie dans la médecine
traditionnelle (Asadollahpoor et al., 2017). Les semences séchées ont été étudiées pour
prévenir les troubles cérébraux tels que les convulsions partielles, des études ont également
montré que 1’extrait aqueux d’anis posséde une forte action anti amnésique, (Mushtaq et al.,
2019) antidépressive, myorelaxante (Gamberini et al., 2015 ; Bakara et al., 2016) ainsi que
son effet neuroprotecteur (Mosavat et al., 2019). L’infusion des graines d’anis est
couramment utilisée pour induire un effet tranquillisant (Gamberini et al., 2015 ; Bakara et
al., 2016).

1.7.5. Effet sur le systéme respiratoire :
L’anis vert a un pouvoir thérapeutique contre de nombreuses affections telles que les

troubles respiratoires ainsi que son effet myorelaxant (Ghazi et al., 2019 ; Hashem et al.,
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2018). Sur la base de l'utilisation traditionnelle de longue date de l'anis, le comité des
médicaments a base de plantes de I'Agence européenne des médicaments (EMA) a approuvé
son utilisation en tant qu’agent expectorant de la toux associée au rhume, dyspnée et comme
un anti-inflammatoire des vois respiratoires (lannarellia, 2018 ; Bettaieb Rebey et al.,
2019 ; Mushtag et al., 2019).En plus, il est bien connu par ces effets antitussives et
bronchodilatateurs (Tepe et Tepe, 2015 ; Bakara et al., 2016 ; Samojlik et al., 2016).

1.7.6. Effetsur le le systéme reproducteur féminin :

Les graines d’anis sont également utilisé en gynécologie pour le traitement des
troubles de la menstruation (Mushtagq et al., 2019), la dysménorrhée (Mosavat et al., 2019),
et comme un secrétagogue du lait chez les jeunes meres. De plus, des études
pharmacologiques ont démontré le potentiel cestrogénique des graines séchées d'anis
(Mushtaqg et al., 2019). En outre elles ont des effets utiles sur les bouffées de chaleur
ménopausiques et réduire la dépendance a la morphine (Ghazi et al., 2019). L’utilisation de
ces graines a également été recommandée traditionnellement tout au long de la grossesse
(Farzaneh et al., 2018).

1.7.7. Autres:

Pimpinella anisum L. et surtout son huile essentielle ont été utilisés en médecine
traditionnelle comme apéritifs et stimulant d'organes vitaux tels que les poumons, le foie, le
cceur, le cerveau. Elles sont utilisees également pour le traitement du cancer, du choléra, le
diabéte et ’hyperlipidémie. (Koriem, 2015 ; Tepe et Tepe, 2015 ; Aiswarya et al., 2018 ;
Ghazi et al., 2019 ; Mosavat et al., 2019). De plus des études antérieures ont prouvé
scientifiguement ses activités antimicrobiennes et antifongiques ainsi que sa forte action
antioxydante, antibactérienne, antiviral, antiparasitaire, et antiseptique (Asadollahpoor et al.,
2017 ; Ghazi et al., 2019 ; Bettaieb Rebey et al., 2019 ; A. Mushtaq et al., 2019). L’anis a
été utilisé également comme un désinfectant (Aiswarya et al., 2018 ; Mosavat et al., 2019).
Cependant, Pimpinella anisum est considérée comme une matiere premiere naturelle utilisée
principalement en raison de son huile essentielle dans les médicaments, les produits
pharmaceutiques, les nutraceutiques, les aromathérapies, les conservateurs, les parfums, les
produits cosmétiques pour préparer des crémes et des lotions blanchissantes, des produits
soins bucco-dentaires (dentifrices, bain de bouche) (Ullah et al., 2015 ; Farzaneh et al.,
2018 ; Bettaieb Rebey et al., 2019 ; Mosavat et al., 2019 ; Mushtaq et al., 2019). Il a été
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utilisé a I'époque en parfumerie ; les anciennes populations avaient utilisé les graines d’anis,

en profitant de leur saveur agréable pour parfumer I'haleine (Jamshidzadeh et al., 2015).

2. Les huiles essentielles

2.1. Définition

Les huiles essentielles, ou parfois essences végétales (latin : essentia, « nature d’une
chose ») sont des substances de consistance huileuse, plus au moins fluides, voire résinoides
trés odorantes, volatiles, et souvent colorées. Ces essences sont plus légeres que I'eau avec
une densité de l'ordre de : 0,750 a 0,990. Elles sont solubles dans I'alcool, I'éther, le
chloroforme, les huiles, les émulsifiants et dans la plupart des solvants organiques, mais
insolubles dans l'eau. (Bardeau, 2009). Elles ont des effets insecticides, antifongiques et
antibactériennes, des effets sur le systeme musculo-squelettique et le systeme nerveux, une

action gastro-protectrice, sédative, anti-spastique et anti-allergénique (Delmas et al., 2016).

2.2. Biosynthese et localisation des huiles essentielles

La teneur des plantes en huiles essentielles est généralement faible, de I'ordre de 1 %
(Taleb-Toudert, 2015). Elles sont largement répandues chez les végétaux supérieurs. Elles
peuvent étre stockées dans tous les organes, les sommités fleuries, les feuilles, les rhizomes,
les fruits, les écorces et les graines (Gazengel, 2013). Les huiles synthétisées par les cellules
se trouvent dans différentes parties de la plante et elles proviennent de deux grandes voies

métaboliques: la voie des mévalonates (Fig.3) et la voie des shikimates (Fig. 4).

13|



Partie bibliographique

Acétyle Co-A
Acétoacéthyl-CoA thiolase
Acétoacétyle Co-A
3-Hydroxy -3-méthylglutaryl -CoA synthase (HMG -S)
7; 3-Hydroxy-3-méthylglutharyl-Co-A
S l 3-Hydroxy -3-méthylglutaryl -CoA reductase (HMG -R)
e
2 Mévalonate
,g Mévalonate kinase
°
§ Mévalonate -5-P
Phosphomévalonate kinase
Mévalonate -5-PP
l Diphosphomévalonate décarboxylase
Isopentényle-PP -— Diméthylallyle-PP
l IPP isomérase |
l Géranyle diphosphate synthase (GPPS)
MONOTERPENES Géranyle-PP
1 Farnésyle diphosphate synthase (FPPS)
SESQUITERPENES -— Farnésyle-PP
l Géranylgéranyle diphosphate synthase (GGPPS)
DITERPENES - Géranylgéranyle-PP

Figure 03 : la voie du mévalonate (Hopkins, 2003).
La premiere voie comprend les matériaux volatils synthétisés via le précurseur
isopentenyl pyrophosphate (IPP), se composent de monosesquiterpénes et des matériaux

0Xygénés dérivés d'eux.

Glycolysis Pentose Phosphate Pathway
Phospho enol pyruvate [PEP] Erythrose—4-phosphate
Shikimate Pathway
Shikimic acid
Milnlx Anethole

w\ C..Iko' / Estragole

Myristicin g Methyleugenol ___y, Elemicin

N

Diltapiole

Figure 04 : La voie du shikimate (Hopkins, 2003).

La voie de l'acide shikimique, qui donne naissance a des composes phénoliques,

polyphénols, ou dérivés phénylpropanoides (Hopkins, 2003).
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3. Les composés aromatiques :

L’huile essentielle possede un caractere hydrophobe et contient des composés
aromatiques (odoriférants) volatils de la plante. Ces derniers sont des composés organiques
volatils (COV) issus du métabolisme secondaire végétal, ils présentent des caractéristiques
physico-chimiques particulieres, et jouent un ro6le important dans les propriétés
pharmacologiques conférées aux plantes (Can Baser Husnu et Gerhard, 2010 ; Soualeh et
Soulimani, 2016). Les Composés Organiques Volatils sont définis comme toute substance
organique se trouvant a 1’état de gaz ou de vapeur dans des conditions normales de pression et
de température. En chimie organique, un composé aromatique est une molécule présentant un
ou plusieurs cycles, c'est-a-dire que les atomes sont arrangés de facon a former une structure
cyclique plane. Souvent, ces substances présentent une odeur forte, d'ou leur nom, et sont

donc beaucoup utilisées en parfumerie. (Soualeh et Soulimani, 2016).
4. Critéres déterminants la qualité des huiles essentielles

Jouault (2012) a rapporté que les critéres définissant la qualité des huiles dépendent

de plusieurs facteurs pouvant étre résumeés connue suit :

e Lasélection de la plante qui est tributaire du genre et de I'espéce botanique ;

e Le chémotype (chimiotype) représentant les différents panels de molécules chimiques
que des plantes de la méme espéce peuvent produire si elles sont placées dans des
conditions de cultures différentes. Le chémotype dépend de I'ensoleillement, de la
température, de I'humidité, de la nature du sol. de la pression atmosphérique, de la
photopériode.... ;

e La partie de la plante considérée pour I'extraction est déterminante pour la qualité de
I'huile. En effet, les différentes parties d'une plante ne possedent pas un équipement
enzymatique uniforme, ce qui entraine une différence de composition dans les
constituants produits. Il est donc impératif de préciser la partie considérée lors de
I'extraction de I'HE ;

e La période de récolte : la récolte doit se faire au moment ou les principes actifs les
plus intéressants produits par la plante sont & leur concentration maximale ;

e La conservation des huiles essentielles : elle doit se faire dans des flacons en verre
opaque hermétique, dans un endroit frais, a l'abri de la lumiére et de la chaleur pour

éviter leur oxydation et la polymérisation de leurs composants.
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5. Choix de la méthode d’extraction
Le choix de la technique d’extraction dépendra principalement de la partie de la
plante sélectionnée, état originel de la matiére premiere et ses caracteristiques, sa nature
proprement dite, du rendement souhaité, de la durée d’extraction, du coft...etc. Ce choix
conditionne les caractéristiques de I’huile essentielle, en particulier : viscosité, couleur,
solubilité, volatilité, enrichissement ou appauvrissement en certains constituants et utilisations

et applications (Bruneton, 2009 ; Kaloustian et Hadji-Minaglou, 2012).

6. Méthodes d’obtention des huiles essentielles et les extraits des plantes

L'extraction veut dire la séparation des parties actives de tissus végétaux ou animaux
des composants inactifs ou inertes a l'aide de solvants sélectifs, traditionnellement 1’eau, les
huiles végétales ou les graisses animales. Les produits ainsi obtenus sont relativement impurs
sous forme de liquides, semi-solides ou poudres exclusivement destinés a un usage oral ou
externe (Handa, 2008).

6.1. Meéthodes d’extraction Traditionnelles

Le procéde le plus ancien consiste a briser les cellules productrices des huiles, avec
des pierres ou instruments en bois a la température ambiante, pour libérer leurs contenus
(Baster et Buchbauer, 2009).

6.1.1. Infusion:

C’est la forme de préparation la plus simple, la plus courante et connue de tous. Elle
consiste a verser de 1’cau bouillante sur les parties de plantes fraiches ou séchées et les bien
tremper pendant quelques minutes afin d’extraire leurs principes médicinales. Elle convient
pour I’extraction de parties délicates ou finement hachées des plantes: feuilles, fleurs, graines,
écorces et racines, ayant des constituants volatiles ou thermolabiles comme les huiles
essentielles (Baba-Aissa, 2000; Kraft et Hobbs, 2004).

6.1.2. Decoction:

Cette méthode est sensiblement différente de 1’infusion, Elle convient pour
I’extraction de matiéres végétales dures ou trés dures : bois, écorce, racines, ou des plantes
avec des constituants peu solubles (ex : 1’acide silicique). Elle consiste a faire bouillir les
plantes fraiches ou séchées dans de 1’eau pendant 10 a 30 min, pour bien extraire les principes
médicinales (Baba-Aissa, 2000; Kraft et Hobbs, 2004).
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6.1.3. Macération:

Cette méthode d’extraction consiste a laisser reposer une plante ou partie de plante,
dans de I’eau froide (macération aqueuse) ou une huile végétale (macération huileuse),
pendant plusieurs heures, voir plusieurs jours, pour permettre aux constituants actifs de bien
diffuser. Elle convient pour 1’extraction de plantes contenant du mucilage, comme les graines
de lin, leur forte concentration en amidon ou pectine peut causer une gélatinisation s’ils se
préparent dans de 1’eau bouillante. Egalement utilisée pour empécher I’extraction de
constituants indésirables qui se dissolvent dans I’eau chaude (Kraft et Hobbs, 2004).

7. Distillation:

C’est une pratique trés ancienne utilisant la vapeur d’eau pour récupérer les principes
volatiles (Benzeggouta, 2015).

7.1. Hydrodistillation

Le principe de cette méthode consiste a immerger la matiére premiére dans un bain
d’eau (Laguznez, 2006). Lorsque la vapeur ou l'eau a ébullition vient en contact avec les
cellules, qui contiennent les huiles essentielles, elles se réchauffent et se brisent, permettant la
libération des huiles essentielles a I'état gazeux, ces dernieres passent dans I'équipement de
distillation avec la vapeur d'eau. Les vapeurs se condensent dans le réfrigérant qui se refroidit
par la circulation continue d'eau, pour donner a la fin un mélange qui contient I'eau et les

huiles essentielles (Benzeggouta, 2015).

Hydrodistillation ou distillation simple

Figure 05 : Hllustration schématique de I'hydrodistillation (Jouault, 2012).
1: Chauffe-ballon 2:Eau bouillante 3:Thermometre 4:Refrigerant a eau 5: Arrivee d'eau froide

et Sortie d'eau tiedie 6:Essencier 7:Vegetal 8:Huile Essentielle.
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7.2. Distillation par entrainement a la vapeur

A la différence de I’hydrodistillation, cette technique ne met pas en contact direct
I’eau et la matiere végétale a traiter. Lorsqu’il s'agit d'organes durs (racines, écorce), les
plantes entiéres ou broyées sont disposés dans un alambic traversé par un courant de vapeur
d'eau, sous l'effet de la chaleur, I'eau se transforme en vapeur, qui sous basse pression,
traverse alors la cuve remplis de plante aromatiques. La vapeur d'eau qui a volatilisé et
entrainé I'huile essentielle, se condense ensuite dans le serpentin du réfrigérant (Roux, 2008 ;

Benzeggouta, 2015).

feu

eau

vapeur d'eau

plantes aromatiques

vapeur d'eau chargée

d'H.E.

eau froide

eau chaude ‘ :. v .\ ()
eau + H.E /"\lp
huile essentielle ¥ Q
hydrosol ou hydrolat

Figure 06: procédé d’extraction d’une huile essentielle par entrainement a la vapeur d’eau

(Muther, 2015).

7.3. Méthodes d’extraction Modernes

Aujourd’hui, la technologie offre un large panel de possibilités d’obtention d’extraits
avec des techniques modernes tout en assurant une stabilisation du produit fini et la garantie
celui-ci soit exempt de microorganismes, de résidus de pesticides et de métaux lourds. Parmi

ces techniques :

» Extraction par un solvant organique (Revuz, 2009) ;
= Macération (extraction discontinue).

= Extraction par Soxhlet.
» Extraction par Fluides Supercritiques ;

» Méthode d'extraction par micro-onde (Hellal et Haderbache, 2011).
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8. Toxicité des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des substances puissantes et trés actives. Elles
représentent une source inépuisable de remédes naturels. Néanmoins, il est important de
souligner que l'automédication fréquente et abusive surtout en ce qui concerne le dosage ainsi
que le mode d'application interne ou externe par les essences est nocive. Elle engendre des
effets secondaires plus ou moins néfastes dans l'organisme (allergies, coma, épilepsie. etc..)
principalement chez les populations sensibles (enfants, femmes enceintes et allaitantes,
personnes agées ou allergiques) (Degryse et al., 2008). L'accumulation des essences dans
I'organisme par des prises répétées peut conduire a des nausées, des céphalées... .L'ingestion
de plus de 10 mL d'huile essentielle est neurotoxique et épileptogene par inhibition de l'apport
d'oxygéne au niveau des tissus encéphaliques. Il existe quelques huiles essentielles dont
certains composés sont capables d’induire la formation de cancer, c’est le cas par exemple de
dérivés d’allybenzéne ou de propenylbenzéne comme le safrole, I’estragole, la -arasone, et le
methyl-eugénol (Ouis, 2015).
9. L’huile essentielle de Pimpinella anisum L.

9.1. Caractéristiques

L’huile essentielle extraite des graines d’anis vert est un liquide visqueux peu ou pas
coloré, mais le plus souvent jaune pale, de saveur chaude, Iégérement anesthésiante, de
consistance peu fluide, ainsi qu’une odeur douce, sucrée. Il se solidifie au froid au-dessous de
15° (Peter, 2001 ; Lis-Balchin, 2006 ; Polese, 2006 ; Remington, 2006).

9.2. Composition chimique

Le rendement de l'anis peut sensiblement varier selon les conditions écologiques
telles que la température, les précipitations et la fertilité des sols. Des études antérieures ont
montré que les effets de I'espacement de ligne, lI'approvisionnement en eau, la fertilisation,
I'époque des semis, la densité de semis sur le rendement des graines d'anis et de leurs qualités
(Ullah et al., 2014). L'huile essentielle d’anis est parmi les huiles les plus utilisées depuis
I’antiquité. Sa valeur est due a I’importance de ses constituants chimiques. Son constituant
principal est I’anethole (90 %) suivi du y-himachalene (7,0%). Ainsi que <1% p-anisaldehyde,
0.9-1.5% du methylchavicol (Estragol), 3% cis-pseudoisoeugenyl 2- methylbutyrate, 1.3%

trans-pseudoisoeugenyl, 3% du 2-methylbutyrate et and 1.3% trans-pseudoisoeugenyl 2-
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methylbutyrate; aussi bien que des coumarines, le scopoletin, l'umbelliferone, des estrols, des
hydrocarbures de terpéne, des polyenes et des polyacetylenes (Ullah et al., 2014 ; Pavela,
2014 ; Aboelnaga, 2015).

9.3. Le composant majeur et ses applications

Le trans-anéthol (benzene 1-methoxy-4- (1-propenyl),) est un phénylpropéne, c’est le
constituant principal de I’huile essentielle et les extraits de plusieurs herbes aromatiques telles
que l'anis, l'anis étoilé, le fenouil, le myrte d'anis, le baume de citron, la coriandre, etc
(Kfoury et al., 2014 ; Sheikh et al., 2015 ; Zhang et al., 2015 ; Gharib et al., 2016). Il
posséde une activité hypoglycémiante, antioxydante (Sheikh et al., 2015 ) , gastroprotective,
vasoactive (Ponte et al., 2012) antithrombine et antibactérien (Ponte et al., 2012 ; Zhang et
al., 2015 ; Gharib et al., 2016). Comme genre d'ingrédient fonctionnel de nourriture, il
possede de grands avantages commerciaux, il est tres utilis€ comme aromatisant en
boulangerie, bonbons, dans les patisseries, assaisonnements, glace, produits de confiserie et
boissons alcoolisées. D'ailleurs, il peut empécher les agents pathogénes qui souillent la
nourriture et peuvent étre employés pour la conservation des aliments. (Kfoury et al., 2014 ;
Zhang et al., 2015 ; Gharib et al., 2016).

Cependant, son application dans des produits alimentaires est limitée en raison de
sa volatilité, instabilité chimique en présence de lumiere, chaleur et oxygene et sa solubilité
aqueuse tres basse qui génent le contact avec des agents pathogénes en nourritures de haute
teneur en humidité. De méme, il Peut étre facilement oxydé, décompose ou étre isomérisé
quand il est exposé a I’air, a la lumiére, ou a la chaleur pendant le traitement des denrées
alimentaires et le stockage des produits alimentaires (Kfoury et al., 2014 ; Gharib et al.,
2016). En outre, il a été rapporté que ’anéthol est non-génotoxique et non-carcinogénique .
(Kfoury et al., 2014 ; Zhang et al., 2015 ; Gharib et al., 2016).

a) CH, b) |
=

O O
H,C~ H,C~

Figure 07 : Structure chimique de I’anéthol (@), estragole (b) (Kimbaris et al., 2012 ;
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Benelli et al., 2018).

9.4. Toxicité, effets indésirables.

La toxicit¢ de I'huile essentielle des graines d’anis est considérée comme étant GRAS
(généralement reconnu comme sain) (Rocha et al., 2016). Tous les essais d'administration
chronique ont conclu a une toxicité négligeable pour cette huile essentielle : absence d'effet
d'une dose quotidienne représentant 0,25 % de la ration alimentaire de rats pendant un an. A
tres forte dose (3 % de la ration alimentaire) on note une toxicité hépatique. L'activité
cestrogénique est sans incidence chez I'humain dans les conditions habituelles d'utilisation. Le
potentiel de sensibilisation de I’anis est faible, mais des cas de réaction allergique sont connus
(asthme, réaction cutanée et/ou respiratoire) (Bruneton, 2009).

L'anéthole, & faible dose, stimule la digestion. A forte dose, c'est un excitant du systéme
nerveux central, pouvant provoquer des convulsions. Cette toxicité est surtout due a I'isomere
Z de l'anéthole qui, en principe, doit étre pratiquement absent des drogues et des huiles
essentielles (Gazengel et Orecchioni, 1999). Toutefois, I’anéthol s’est révélé étre mutageéne
au test Ames (Ozguiven, 2012) et I’estragol est suggéré étant cancérigéne (Malhotra, 2012).
L'huile essentielle et le (E)-anéthole sont peu toxiques en aigu (DL50 : 2 a 3 g/kg [voie orale,
Souris, Rat]), ce qui n'est pas le cas de I'isomeére (Z) (ou cis-anéthole : DL50 = 0,1 g/kg, Rat,
voie IP, 0,24 g/kg, Souris, per 0s) (Bruneton, 2009).
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1. Pesticides

1.1.  Historique

Les pesticides ont été utilisés depuis le début de I'histoire humaine. Le premier
pesticide utilisé est par I'époussetage du soufre élémentaire utilisé dans la Sumeria environ
4500 ans. Au dix-septieme siecle, le sulfate de nicotine extrait des feuilles de tabac était
utilisé comme insecticide. Au dix-neuvieme siécle, deux autres pesticides naturels ont été
introduits, le pyréthre et la roténone. Jusqu'aux années 1930, les pesticides eétaient
principalement des composés inorganiques ou d'origine naturelle. Le premier pesticide
synthétique était le 1,1,1-trichloro-2,2-bis(p-chlorophényl)éthane (DDT) en 1874, mais pas
utilisé jusqu'en 1939, lorsque Muller et ses collégues ont découvert ses propriétés insecticides
(Nriagu, 2019).

1.2. Définition

Le terme pesticide provient du mot anglais " Pest" qui désigne tout organisme
susceptible d’étre nuisible a 'Homme. Ainsi, on entend par « pesticides», les produits
formules par ’homme destines a détruire ou repousser les espéces considérées comme
indésirables (plantes, animaux, insectes, nématodes, organismes microbiologiques terrestres
ou aquatiques, champignons) ou utilisés comme régulateur de croissance (Bonvallot, 2014).
Selon I’index de ’ACTA, le terme "pesticides" est une appellation générique couvrant toutes
les substances ou produits qui éliminent les organismes nuisibles, qu'ils soient utilisés dans le
secteur agricole ou dans dautres applications. lls peuvent étre employe dans plusieurs
secteurs tels que I’agriculture (pesticides a usage agricole, produits antiparasitaires a usages
vétérinaires par exemple) ou I’industrie (biocides antibactériens ou utilises pour le traitement
des charpentes, produits antiparasitaires par exemple) (ACTA, 2005). lls sont connu aussi
sous I’appellation " produits phytosanitaires” (usages agricoles mais également domestiques)
d’ou la définition réglementaire est la suivante : « toute substance active ou préparation
contenant une ou plusieurs substances actives qui sont présentées sous la forme dans laquelle
elles sont livrées a I’utilisateur » (Bonvallot, 2014). La diffusion de ces composes chimiques
dans I’environnement par contamination de I’air, le sol, I’eau et les produits alimentaires
provoque I’exposition continue des organismes vivants d’une maniére tant aigue que
chronique a des risques de toxicité susceptible d’engendrer des diverses pathologies (Toumi,
2013 ; Pandey & Mohanty, 2015, Gasmi, 2018).
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1.3.  Classifications
Les pesticides disponibles aujourd’hui sur le marché sont caractérisés par une telle
variété de structure chimique, de groupes fonctionnels et d’activité que leur classification est
complexe. Ils peuvent étre classés en fonction de la nature de I’espéce a combattre mais aussi
en fonction de la nature chimique de la principale substance active qui les compose (Djeffal,
2014 ; Gasmi, 2018). Donc, il existe beaucoup des criteres de classement pour les pesticides,
parmi ces critéres nous citons les suivants :
1.3.1. Classification biologique :
Selon leur cible, les pesticides sont divisés principalement en trois grandes familles de
produits phytosanitaires :
1.3.1.2. Les insecticides :

Les insecticides sont des substances toxiques capables de tuer les insectes en pénétrant
dans leur corps par contact direct (entrée dermique), par voie orale et / ou par voie
respiratoire. Il existe plusieurs autres classes d'insecticides, certains anciens qui ont eu une
grande importance dans le passé (par exemple, les organochlorés) et les nouveaux qui ont été
pertinents ces derniéres années (par exemple, les néonicotinoides) (Costa et Aschner, 2014 ;
Kim et al., 2016).

1.3.1.3. Les fongicides :

Les fongicides sont des agents qui tuent, repoussent, empéchent ou atténuent un
champignon. Ils sont appliqués avant une infection potentielle par les spores fongiques, soit
pour les plantes, soit pour les récoltes. Exemple de fongicides: les triazoles (Costa et
Aschner, 2014).

1.3.1.4. Les herbicides :

Les herbicides sont des produits chimiques, qui fournissent un moyen efficace et
économique de lutte contre les mauvaises herbes comme les Carbamates. (Costa et Aschner,
2014) herbicides désignés pour tuer les mauvaises herbes.
1.3.1.5. Autre:

e Produit biocide
Selon le reglement (UE)N° 528/2012, Le terme biocide est applicable a toute substance
active vise a détruire, repousser ou rendre inoffensifs les organismes nuisibles, a en prévenir
I’action ou a les combattre de toute autre maniére, par une action autre qu’une simple action

physique ou mécanique. Les produits biocides comprennent:
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a. Désinfectants (bactéricide) (hygiéne humaine ou animale, désinfection des surfaces,
désinfection de I’eau potable...).
b. Produits de protection (bois, cuir, matériaux de construction, fluides de coupe,...).
c. Produits de lutte contre les nuisibles (rodenticides, insecticides, répulsifs...).
d. les autres produits biocides (fluides utilisés pour I’embaumement, produits
antisalissures).

1.3.2. Classification chimique

Selon la nature chimique de la substance active majoritaire qui compose les produits
phytosanitaires, les pesticides peuvent étre des organochlorés, organophosphorés,
organostaniques, carbamates, benzimidazoles, triazoles, pyréthrinoides de synthese,
néonicotinoides, pyrimidines et autres (Testud et Grillet, 2007 ; Guler et al., 2010). Cette
famille de pesticides peut étre classée en composés organiques et inorganiques.

1.3.2.1. Les pesticides organiques :

Ce sont des composes chimiques complexes avec un squelette de carbone dans leur
structure moléculaire, souvent liés a des hétéroatomes tels que l'oxygéne, le phosphore, le
soufre, le chlorure et le fluor (Caballero et al., 2016).

1.3.2.2. Les pesticides inorganiques :
Les pesticides inorganiques sont constitués par les composes inorganiques du soufre,

du cuivre et dautres éléments (Caballero et al., 2016).

1.4. Modes d’expositions aux pesticides

Les pesticides sont utilisés, non seulement dans 1’agriculture, mais aussi dans divers
secteurs (industries, collectivités territoriales) ainsi qu’en usage domestique et vétérinaire.
Des problemes de résidus dans les legumes, les fruits etc..., sont aussi mis en évidence
(Belhaouchet, 2014). Les pesticides peuvent contaminer les organismes vivants via multiple
voies d’exposition (fig.10). En effet, ces polluants pouvant pénétrer dans 1’organisme par
contact cutané, par ingestion des matrices alimentaires contaminées et encore par inhalation
de I’air pollué (Utip et al., 2013). La grande variété de produits rend difficile I’évaluation des
expositions chez les populations, qu’il s’agisse de la population exposée professionnellement
(agriculteurs ou manipulateurs), ou de la population générale (Bourbia, 2013 ; Gasmi, 2018).
La figure suivante résume les modes d’exposition possibles aux pesticides pour I’homme et

son environnement.
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Figure 08 : Modes d’exposition des organismes vivant aux pesticides (Gasmi, 2018).

1.4.1. Exposition professionnelle

L’exposition professionnelle concerne essentiellement les personnes manipulant les
produits, au moment de la préparation, de I’application et du nettoyage des appareils de
traitement. Les agriculteurs présentent une population particulierement exposee qui forme un
groupe sentinelle pour I’observation d’éventuels effets des pesticides. Cependant, les données
des bilans de surveillance systématique ne portent souvent que sur des manifestations
toxiques aigués ou subaigués. L’exposition professionnelle aux pesticides chez les
agriculteurs est trés variable et complexe selon les exploitations agricoles. Elle est le plus
souvent saisonniere et correspond a une succession de journées d’utilisation de produits
chimiquement différents au cours de la saison et souvent également au cours d’une méme
journée (CPP, 2002). En général, I’exposition est essentiellement cutanée, a moindre mesure
aérienne et secondairement orale (repas, tabac,... sur le lieu de travail). L’exposition aux
pesticides par voie cutané est révélée la plus significative en milieu agricole (Jakubowski
and Trzcinka-Ochocka, 2005). Afin de réduire I’exposition des professionnels, I’utilisation
des équipements de protection individuelle (gants, masques, combinaisons) constituent les
principales mesures de prévention mises en ceuvre. Néanmoins, une étude menée en France a
mis en évidence une insuffisance de I’efficacité de ces équipements (Baldi et al., 2006 ;

Bourbia, 2013).
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1.4.2. Exposition non professionnelle

L’ensemble de la population peut étre exposé aux pesticides lors des usages
domestiques ou d’entretien des jardins mais surtout a des résidus de ces pesticides au travers
de son environnement (eau, air, particules en suspension, poussieres) et de son alimentation.
Les chiffres de I’OMS indiquent que la contamination des aliments par les pesticides est la
voie d’exposition de loin la plus importante. Les évaluations de risque attribuent 90% de
I’exposition a I’alimentation contre 10% a I’eau. Le dernier rapport de la commission des
communautés européennes concernant le suivi des résidus des pesticides dans les produits
végétaux montrent la présence de résidus détectables avec des niveaux inférieurs aux LMR
dans 43% et supérieurs a ces limites dans 5% des 57 334 échantillons de fruits, légumes et
ceréales analysés (Bourbia, 2013).

1.5. Effet toxique :

Les pesticides regroupent des types de toxicité variable pour I’homme. Le délai
d’apparition des effets toxiques varie en fonction de la toxicité intrinséque du produit utilisé,
de la dose recue, de la voie d’absorption et de la susceptibilité de I’individu (Cherin et al.,
2012).

1.5.1. Intoxication aigue :

La toxicité aigue par les pesticides résultant d’une mauvaise utilisation ou d’un usage
accidentel. Les signes ou symptomes les plus souvent rapportés lors d’une intoxication aigue
aux pesticides sont les suivants : irritation cutanée ou oculaire ; maux de téte (Céphalees) ;
nausées ; vomissements ; étourdissements ; fatigue ; perte d’appétit (Cherin et al., 2012).

1.5.2. Intoxication chronique :

La majorité des problemes de santé liés aux pesticides repose sur 1’exposition
prolongée et I’intoxication chronique a ces produits phytosanitaires. lls possédent des effets
génotoxiques et des effets cancérogenes ; trois types d’effets font I’objet d’une attention
particuliére : les troubles neurologiques, les troubles de la reproduction et du développement,
les perturbations endocriniennes. Parmi les maladies liées a I'exposition chronique aux
pesticides : l'asthme, leucémie, les allergies et I'hypersensibilité. Cette exposition peut
entrainer aussi des anomalies congénitales, une réduction du poids a la naissance, la mort
feetale, etc. (De Jaeger et al., 2012 ; Kim et al., 2016).

1.6.  Devenir des pesticides dans I’environnement :
Malgré un souci croissant de protection de I’environnement, lors de I'utilisation des

pesticides, une certaine quantité de ces substances se diffuse dans I’environnement
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(Gasmi ,2018). Les voies de dispersion et de transfert de pesticides sont nombreuses. Ils
peuvent alors étre soumis a différents processus :

Les gouttelettes de ces produits peuvent atteindre directement le sol sans étre stoppées
par le feuillage, ou alors indirectement, lorsque la pluie va lessiver les gouttelettes, non encore
absorbées par les feuilles (Belhaouchet, 2014). Les pesticides peuvent étre entrainés par
dérive loin des zones de culture visées ou étre directement volatilisés vers 1’atmosphére lors
de leur pulvérisation (Toumi, 2013). La ré-volatilisation a partir du sol et des végétaux joue
également un rdle important dans la contamination de I’air. Enfin, le lessivage et le
ruissellement, lors des précipitations, vont entrainer la contamination des eaux de surface et
souterraines (Druart, 2011). La présence de polluants constitue un stress induisant des
modifications au niveau physiologique et meétabolique dans I’organisme, ce dernier peut
réagir par des réponses mécanistiques limitant les effets toxiques des contaminants en
protegeant les cellules et en facilitant leur excrétion. Bien que les mécanismes de défense
cellulaire soient actuellement mieux connus, il est cependant nécessaire de les approfondir en
raison notamment des interactions existant entre les xénobiotiques présents simultanément
dans le méme milieu (Testud et Grillet, 2007 ; Guler et al., 2010).

2. Néonicotinoides

2.1.Généralités

Les insecticides neuro-actifs sont une classe des pesticides les plus largement utilisés
actuellement, appliqués a de nombreuses cultures et a une grande pléthore de légumes et de
fruits (Herrero-Hernandez et al., 2017 ; Hladik et al. 2018). Ils sont tres nocifs pour les
oiseaux car ils sont la cause de la réduction de la population d’insectes et des colonies
d’abeilles domestiques. (Herrero-Hernandez et al., 2017). Les réglementations récentes de
I'Union européenne ont interdit l'utilisation de plusieurs de ces composés en raison des risques

pour I'environnement (Sousa et al., 2018 ; Oriol et al., 2019).

Les néonicotinoides constituent une catégorie relativement nouvelle de pesticides
utilisés comme insecticides (Cavas et al., 2014). Cette classe de pesticides est identifiée
initialement dans les années 1990 (Casida et Durkin, 2013) ; son utilisation a ensuite été
progressivement augmentée a partir du début de 2000 (Wood et Goulson, 2017). Les
néonicotinoides sont largement utilisée dans la culture de légumes dans le monde entier pour
lutter contre divers insectes suceurs et augmenter la production végétale a faible codt. Comme

ils sont largement appliqués a travers le monde, ils suscitent une réelle préoccupation
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publique (Pisa et al., 2015), comme I'ont démontré de nombreuses études consacrées par des
groupes de recherche de nombreux pays, comme le confirment les dernieres conclusions du
groupe d'évaluation intégrée mondiale (Van der Sluijs et al. 2015 ; Chakroun et al., 2016).
Les insecticides de type néonicotinoides comprennent sept ingrédients actifs commercialisés :
limidaclopride, l'acétamipride, le nitenpyram, le thiaméthoxame, le thiaclopride, le
clothianidine et le dinotéfurane (Badawy et al., 2019). lIs sont des analogues synthétiques de
la nicotine, qui est un alcaloide naturel extrait des feuilles de tabac, utilisée depuis des siécles
comme insecticide (Jeschke et al., 2011). Les néonicotinoides sont des neurotoxiques ; leurs
cible est le récepteur post-synaptique a 1’acétylcholine dont le blocage induit la paralysie et la
mort de 'insecte ; ce mécanisme proprement dit sera traité d’une maniére plus approfondie

dans la section de la neurotoxicité (Gasmi, 2018).
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Figure 09 : Formules planes des principaux neonicotinoides.

D’apres Simon-Delso et al. (2015), Environ Sci Pollut Res
2.2.Classification

Les neonicotinoides peuvent étre classes selon leur structure chimique. Cette derniere
influe sur leur activité biologique, sur leurs propriétés de photostabilité, de métabolisation par
les plantes et les insectes et leur toxicité. Ils sont classes en 2 et 3 groupes en fonction du type
de pharmacophore qu’ils possédent (Bodereau, 2012) ; ce classement est illustre dans le

tableau suivant
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Tableau 02 : Classification des insecticides neonicotinoides en fonction de leur
pharmacophore. Modifie d’aprés (Jeschke et al., 2008).

pharmacophores composés acyclede 5 et 6 composeés a chaine ouverte
[-M-C[E}=X-Y] éléments
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2.3.Imidaclopride
2.3.1. Définition :

L'imidaclopride [1- (6-chloro-3-pyridylmethyl) - Nnitroimidazolidin-2-ylidene-amine]
est actuellement [l'insecticide le plus utilisé au monde, il appartient a la famille des
néonicotinoides (Ahmed et Naser, 2015). Il a été commercialisé pour la premiéere fois sur le
marché en 1991 par le groupe Bayer CropScience , a des fins phytosanitaires et vétérinaires
(Zeid et al.,, 2019) . On le retrouve dans de nombreuses formulations commerciales,
Admire®, Confidor®, Gaucho®, Ministre®, Provado® et Marathon® (AL-SAYEDA,

2007). Compte tenu de son action insecticide hautement sélective, de sa faible toxicité pour
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les mammifeéres, de ses utilisations insecticides étendues et de ses propriétés systémiques
excellentes, il est devenu 1’un des insecticides les plus vendus au monde, représentant 41,5%

du marché total des néonicotinoides (Jeschke et al., 2011).

= | N NH
»e \'r\ll/
“NO2

CI9H10CIN502
Figure 10 : La structure chimique d’imidaclopride (Yari et al., 2019).
2.3.2. Les propriétés physicochimiques :
Les propriétés physicochimiques sont rassemblées dans le tableau suivant :

Tableau 03 : Les propriétés physicochimiques d’imidaclopride (Al-Sayeda, 2007)

Paramétre Valeur

1-  (6-chloro-3-pyridylmethyl) -

Nom chimique

Nnitroimidazolidin-2-ylidene-amine

Poids moléculaire [g/mole] 255.7

136.4 °C (forme en cristal 2)
143.8°C (forme en cristal 1)

Point de fusion

Pression de vapeur 4.1071%Paa20°C
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Log du coefficient de partage Octanol-

0.57a21°C
eau (log Kow)
Constante de Henry [Pa.m3/mole] 2.1071°320°C
Densité 1.54/mla 20 °C

2.3.3. Mode d’action :

La toxicité sélective de I’'imidaclopride s’explique par leur mode d’action et la

physiologie particuliére des insectes.
2.3.3.1.  Le récepteur nicotinique a I’acétylcholine (nAChR)

Le récepteur nicotinique de ’acétylcholine (nAChR) est une combinaison de 5 sous-
unités semblables (homomériques) ou différentes (hétéromériques) (fig.11). Ces sous-unités
forment un canal a ouverture contrélée, spécifique des ions Na+, K+ et Ca2+. Le récepteur est
I’extrémité N-terminale d’une sous-unité, domaine extracellulaire : la fixation de
I’acétylcholine entraine I’ouverture du canal cationique puis une dépolarisation de la cellule

nerveuse, a I’origine de la transmission du signal nerveux (Thany et al., 2007).

W Extracellulaire

Intracellulaire

NH ) \/j
N ¢ I
o
H“ﬂ
T

Figure 11 : Structure du récepteur nicotinique de I'acétylcholine (en haut) et d'une de ses
sous-unités (en bas). TM1, 2, 3 et 4 représentent les quatre domaines membranaires d’une
sous-unité, prolongés par les extrémités extracellulaires N-terminale et COOH. En position
intracellulaire, le site P correspond au site de phosphorylation impliqué dans la modulation

des messages nerveux (Thany et al., 2007).
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2.3.3.2.  Lasynapse cholinergique nicotinique

Au niveau de la synapse cholinergique nicotinique, l'acétylcholine (Ach) est
normalement libérée par la membrane pré-synaptique, qui se caractérise par un potentiel
d’action (PA) qui, en se propageant au niveau du bouton synaptique permet 1’activation de
canaux calciques voltage-dépendant et la migration de vésicules d’acetylcholine (ACh) vers la
fente synaptique .La liaison d” ACh & la membrane post-synaptique entraine un changement
conformationnel du récepteur de I’acétylcholine de type nicotinique (nAChRS) qui conduit a
I'activation, a l'ouverture du canal ionique et entraine un flux sortant d’ions K+ et un flux
entrant d’ions Na+ majoritaire. Cela entraine une modification du potentiel de la membrane et
une propagation de I'impulsion nerveuse.Cette entrée d’ions sodium crée une dépolarisation
de la membrane et génére ainsi un potentiel post-synaptique excitateur (PPSE), permettant de
transmettre I’information nerveuse au neurone post-synaptique. L’ACh peut également se
fixer sur des récepteurs de 1’acétylcholine de type muscarinique (mAChRs) qui régulent la
libération de ’ACh. Au niveau de la fente synaptique, I’ACh est dégradée en choline et
acétate par 1’acétylcholinestérase (AChE). La choline est recapturée par 1’¢lément pré-

synaptique pour synthétiser de nouvelles molécules d’ACh (Bodereau, 2012).
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Figurel2 : Représentation schématique d’une synapse cholinergique entre deux neurones

(Bodereau, 2012).

Les néonicotinoides sont agonistes de I’acétylcholine sur les récepteurs cholinergiques

nicotiniques postsynaptiques. Leur liaison irréversible aux nAChRs entraine une excitation
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continue des membranes des neurones, conduisant a I’épuisement des cellules puis a la mort
de l’animal.  L'imidaclopride agit sur les récepteurs nicotiniques post-synaptiques de
l'acétylcholine (NAChR) (fig. 13), en particulier du sous-type o4B2. Aprées sa liaison, les
impulsions nerveuses sont spontanément libérées, suivies de l'incapacité du neurone a
propager le moindre signal. L’activation prolongée du récepteur résulte de l'incapacité des
acétylcholinestérases a décomposer le pesticide, ce processus de liaison est irréversible en
conduisant a un blocage de la voie neuronale nicotinergique et a une accumulation

d'acétylcholine, ce qui entraine une neurotoxicité (Khalil et al., 2017 ; Badawy et al., 2018 ).
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Figure 13 : La liaison de I’acétylcholine et I’imidaclopride au récepteur nicotinique

(Tomizawa et al., 2000).

2.3.4. La toxico-cinétique :
2.3.4.1. Voieorale

Des études d'administration orale chez le rat indiquent que Il'imidaclopride
radiomarqué est bien absorbe, distribué et éliminé a la suite d'une exposition orale.
a. Absorption
Chez le rat de laboratoire (Rattus norvegicus), l'imidaclopride est rapidement et
presque completement absorbé (> 92%) par le tractus gastro-intestinal avec une demi-vie
estimée a 35 minutes. Les concentrations plasmatiques ont atteint leur maximum dans les 2,5
heures (Mohammed et al., 2009 ; Bean et al., 2019).
b. Métabolisation
Il est métaboliseé dans le foie, en donnant naissance a de trés nombreux métabolites ; le

principal est I’acide 6-chloronicotinique, un métabolite actif (Bean et al., 2019). Le
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metabolisme chez les mammiféres se fait au niveau de foie par deux voies principales. La
premiére concerne le clivage oxydatif a I'imidazolidine et a I'acide 6-chloronicotinique, avec
une excrétion urinaire de la fraction imidazolidine. La fraction nicotinique est dégradée par la
conjugaison du glutathion a un dérivé d'acide mercapturique puis a l'acide méthyl
mercaptonicotinique, qui est conjugué avec de la glycine pour former un conjugué d'acide
hippurique pour I'excrétion. La seconde implique I'nydroxylation du cycle de I'imidazolidine,
suivi de [I'élimination de leau et de la formation des métabolites insaturés 5-
hydroxyimidaclopride et oléfine (Tomizawa et al., 2000 ; Mohammed et al., 2009 ; Bean et
al., 2019).

Cl

HN, + 5 N P N

to LN~
N}l OH o’ (0]
Imidaclopride 5-hydroxyimidaclopride oléfine

Figure 14: Structures chimiques de I'imidaclopride, du 5-hydroxyimidaclopride et de

I'oléfine.

c. Distribution et élimination
Les principaux sites de distribution de I''MD est le foie, les reins, les poumons, la
peau et le plasma, avec de trés faibles concentrations dans le cerveau et les testicules. Cela
indique que la barriere hémato-encéphalique permet une faible distribution au systeme
nerveux central pour l'imidaclopride en particulier et les néonicotinoides en général. En fin
I’acide 6-chloronicotinique peut étre conjugué a la glycine et éliminé par voies fécale (70 %)
et urinaire (20-30 %) ou réduit en guanidine (Mohammed et al., 2009 ; Bean et al., 2019).

2.3.4.2. Voie cutanée

En cas d'exposition cutanée a l'imidaclopride, I'absorption systémique est minime
voire nulle. Son caractére lipophile lui permettre de résider dans la couche graisseuse de la

peau par translocation puis il est rapidement et presque complétement absorbé par le tractus
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gastro-intestinal et décomposé dans le foie en métabolite actif, I'acide 6-chloronicotinique.
L'imidaclopride est éliminée par l'urine et les feces (Mohammed et al., 2009 ).

2.3.5. Effet toxique :
2.3.5.1.  Toxicité aigue :

L’imidaclopride induit des troubles neurologiques, neurocomportementaux et des
signes respiratoires lors d'exposition par voie orale. Il n’entraine pas d’irritation cutané ou
oculaire, ni de sensibilisation de la peau.

L'imidaclopride est modérément toxique, sa toxicité aigué pour les mammiféres est variable
selon les espéces, dont la DL50 par voie orale est de 450 mg / kg de poids vif (m.w.) chez le
rat (Meister, 1995) et de 131 mg / kg m.w. chez la souris (Kidd et James, 1991) ; sa DL50
par voie cutanée apres 24 heures d’application est >5 000 mg/ (45 000 mg / kg poids
corporel) chez les rats. Le composé est consideré comme non irritant pour les yeux et la peau
(lapins) et non sensibilisant pour la peau (cobaye). Les tests de toxicité aigué respiratoire chez
le rat ont montré que la CL50 aéroportée de Iimidaclopride est > 69 mg/m? d’air sous forme
d'aérosol, et >5323 mg/m3 dair sous forme de poussiere. Ces valeurs représentent les
concentrations auxquelles les symptdomes d'empoisonnement aéroportées possibles sont
maximaux (Kidd et James, 1991). Les signes cliniques de toxicité ont été observés
typiquement dans une heure de dosage par gavage oral et les signes a haute dose incluent ceux
qui révelent des effets neurologiques tels que I’incoordination motrice, une diminution de
I'activite, la salivation, le tremblement et les spasmes.

Bien qu'aucun empoisonnement humain n‘ait été rapporté dans la littérature, les signes
et les symptomes attendus d’un empoisonnement seraient semblables aux signes et aux
symptdmes provoques par la nicotine comme la fatigue, les contractures, les crampes et la
faiblesse des muscles, comprenant ceux nécessaires a la respiration (Al-Sayeda, 2007 ;
Aprea et al., 2009 ).

2.3.5.2.  Toxicité chronique :

La dose sans effet observé (DSEQ) chez le rat apreés une administration expérimentale dans
I’alimentation pendant 2 ans a des concentrations de 100 p.p.m allant jusqu'a 1800 p.p.m, ce
qui correspond a des doses quotidiennes moyennes de 5,7 mg / kg poids corporel pour les
males, 7,6 mg / kg poids corporel pour femelles. Le foie et la thyroide étaient les principaux
organes cibles. L'hépatotoxicité était évidente par des changements dans la chimie du sérum a

1800 ppm, mais il n'y avait aucun changement dans la morphologie du foie a n'importe quel
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niveau alimentaire. Des Iésions de la glande thyroidienne sont provoquées par des doses a
partir de 17 mg/kg de poids corporel par jour chez les méles. Des doses légerement plus
élevées, 25 mg/kg par jour, ont réduit le gain de poids chez les femelles. A des doses plus
élevées, 100mg/kg par jour, les effets incluent I'atrophie de la rétine chez les femelles. L'effet
morphologique principal était les lésions thyroidiennes, sans modification de 1’hormone
stimulante la thyroide (T3, T4), sans preuve de cancérogénicité (Al-Sayeda, 2007 ; Aprea et
al., 2009 ). Dans les études d'une durée d'un an chez le chien, la NOEL de 100 p.p.m. (8 mg /
kg de poids corporel) pour les effets sur la reproduction a été signalé chez le rat (Aprea et al.,
2009).

2.3.6. Les effets toxiques de I’imidaclopride :

De nombreux insecticides peuvent affecter I’appareil reproducteur masculin et féminin
a un ou plusieurs sites (Lonare et al., 2014). Malgré sa faible toxicite aux mammiferes,
I’imidaclopride peut causer des Iésions au ceeur, aux reins, au foie et a d’autres organes, en
plus de lirritation gastro-intestinale et des symptdomes neurologiques, voire la mort. Ces
derniéres années, de nombreuses ¢études scientifiques ont révélé que I'IMD provoque
également des effets tératogenes, mutagenes, cancérogenes, neurotoxiques et immunotoxiques
chez les animaux et les humains (Duzguner et Erdogan, 2010 ; Gawade et al., 2013 ;
Lonare et al., 2014 ; Vohra et Khera, 2016).

a. Effetssur la reproduction

L'imidaclopride peut nuire a la reproduction et causer des retards de développement
en raison de la toxicit¢ maternelle. Les effets de I'IMD sur la reproduction et le
développement ont été examinés dans le cadre d'une étude de deux générations et de deux
portées chez des rats Wistar (30/sexe/dose chez la génération parentale, P1). Les doses
alimentaires étaient de 100, 250 et 700 ppm. La toxicité maternelle a 700 ppm comprenait une
diminution du gain de poids corporel et de la consommation alimentaire avec une réduction
marquée pendant la période lactation. Dans une étude, des femelles gestantes ayant recu de
I'imidaclopride pendant la période de gestation et de lactation a des doses de 0, 100, 250 et
750 ppm n’a révélé aucun effet, qu'une réduction significative de la consommation
alimentaire (14 %) par rapport aux témoins. Cependant, les résultats d’une expérience
multigénérationnelle n'ont indiqué que des effets minimes sur les performances de
reproduction des rats. L'exposition a l'imidaclopride a entrainé une réduction de l'indice de

fertilité des deux générations (Vohra et Khera, 2016). Une étude qui a été réalisée chez des
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rats adultes exposé a I’imidaclopride (45 et 90 mg/kg) pendant 28 jours a suggéré que le
stress oxydatif induit par cette matiére active semble étre le mécanisme des Iésions
testiculaires qui entraine une toxicité sur la reproduction (Lonare et al. 2014).
b. Effets mutagéniques

L’imidaclopride est faiblement mutagénique. Sur 23 analyses de tests de mutagénicité
en laboratoire, seulement deux ont montré des effets positifs : des changements sur les
chromosomes de lymphocytes humains et une génotoxicité sur les cellules chinoises d'ovaire
de hamster (Al-Sayeda et al., 2007). Le test du micronoyau (MNT) dans la moelle osseuse
de rongeurs et le test daberration chromosomique (AC) sont les tests in vivo les plus
largement utilisés pour analyser la mutagénicité dans les cellules somatiques. L’¢tude de
(Bagri et al., 2016) a combiné entre les deux tests a fin d’analyser in vivo la mutagénicité de
I’imidaclopride au moyen de cellules de la moelle osseuse de souris males albinos suisses.les
résultats de cette étude ont a révélé un faible potentiel mutagene de l'imidaclopride sur les
cellules somatiques de souris males albinos suisses, ce qui est conforme aux rapports
antérieurs de plusieurs travailleurs.

c. Effets teratogeénes

Une étude actuelle réalisée sur 400 ceufs fertiles de poulet blanc de Leghorn dont le
groupe expérimental a été exposés a des doses de 2,5 mg, 5 mg, 10 mg et 20 mg de
I’imidaclopride dans un volume de 2,5 ml, 5 ml, 10 ml et 20 ml respectivement. Les résultats
de cette étude montrent un retard de croissance entrainant une defaillance de la rétraction du
sac vitellin, une hypertrophie de la téte, des défauts des membres, une ectopie viscérale, des
plumes maigres, des défauts du bec, une diminution de la longueur de la croupe, des poids et
de la circonférence de la téte d'embryons de poulet par rapport aux contrdles. Des doses
comparativement plus élevées se sont révélées plus toxiques et ont également causé de
nombreux défauts de développement et de tératogenese chez les embryons. Cette expérience a
confirmé que I’imidaclopride est un composé tératogene potentiel et que l'exposition a ce
néonicotinoide augmente les risques d'effets tératogenes lorsque I'age embryonnaire augmente
(Hussein et Singh, 2017). Des rats femelles ont été exposés a l'imidaclopride (10, 30 et 90
mg / kg par jour), au cours de gestation et lactation, puis les ratons sevrés ont été exposé eux
aussi jusqu'a I'age adulte. Ceci suggére qu'une exposition continue a l'imidaclopride entrainant
des effets néfastes sur le développement et un affaiblissement du systeme immunitaire
(Gawade et al., 2013).
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d. Effets immunotoxiques
Une immunotoxicité a été évaluée chez les souris BALB / ¢ femelles administré par
voie orale quotidiennement & raison de 10, 5 ou 2,5 mg / kg pendant 28 jours. L'IMD était
administré par voie orale quotidiennement a raison de 10, 5 ou 2,5 mg / kg pendant 28 jours.
Les résultats ont montré que l'imidaclopride a forte dose inhibe spécifiquement la réponse
immunitaire @ médiation cellulaire. Les résultats ont également indiqué que I'imidaclopride
avait des effets immunosuppresseurs a des doses > 5 mg / kg, qui pourraient potentiellement
étre attribués aux effets cytotoxiques directs de I'IMD sur les cellules T (en particulier les
cellules Th) et qu'une exposition a long terme pourrait nuire au Ssystéme immunitaire
(Badgujar et al., 2013). Par ailleurs, (Hernandez et al., 2018) ont utilisé le modéle porcin
pour étudier la possibilité d'un traitement diététique par I'imidaclopride pour modifier la
production de réponses immunitaires pendant une infection virale. Ils ont suggéré que la
supplémentation alimentaire de I''MD pendant l'infection des porcelets par le virus du
« syndrome respiratoire reproducteur porcin» (PRRSV) a réduit le poids corporel, causé des
épisodes d'hypothermie, une augmentation de I'IL-10 sérique et des taux élevés d'anticorps
spécifiques du virus. ARN viral dans la rate ont montré une tendance a la hausse chez les
porcs nourris a I'MD. Nos données indiquent que I'MD peut moduler la fonction
immunitaire spécifique du virus pendant lI'infection par le PRRSV.
e. Effet neuro-immunologique
Cependant, l'inhibition des récepteurs de l'acétylcholine (ACh) peut avoir un effet
profond sur les systemes immunitaire et nerveux en raison des effets anti-inflammatoires de
I'’ACh. Le récepteur de ce dernier joue un réle important dans les interactions entre le systeme
nerveux et le systeme immunitaire. Il active la voie anti-inflammatoire cholinergique en se
liant a des récepteurs nicotiniques. L'ACh active la transduction du signal intracellulaire qui
inhibe la libération de cytokines pro-inflammatoires (Chaterjee et al., 2009). L’exposition a
I'imidaclopride chez les grenouilles taureaux (Rana catesbeiana) a une dose 100 ng /I na pas
provoqué de changements significatifs dans l'activité du systéme immunitaire et du systeme
nerveux et donc n'a pas confirmé ’hypothése initiale (Rios et al., 2017).
f. Effets cancérogenes
Il n'y a aucun effet cancérogéne dans une étude de deux ans de cancérogénicité chez

les rats alimentés jusqu'a 1 800 ppm d'imidaclopride (Al-Sayeda et al., 2007).
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g. Effets neurotoxique :

Une neurotoxicité subchronique a été évaluée chez les rats males afin d’évaluer l'effet
neurotoxique et l'altération biochimique induits par de I'imidaclopride avec deux dose (45 et
90 mg/kg de poids corporel ; par voie orale) pendant 28 jours. Les résultats de cette étude
suggeérent que l'imidaclopride a provoqué des dommages neuronauX, cérébraux et les
altérations biochimiques, traduit par une diminution de [l'activité locomotrice, les taux
d'acétylcholinestaérase, d'ATPase et de substances biochimiques sériques comme la créatine
kinase, la lactate déshydrogénase, la sorbitol déshydrogénase et la phosphatase alcaline ont
diminué considérablement (Lonare et al., 2014). L’administration de I'imidaclopride a une
dose de 80 mg/kg par voie orale pendant 28 jours a induit un stress oxydatif , qui provoque a
son tour des dommages et des lésions de 'ADN au niveau cérébral (Ahmed et Naser,
2015). Aprés une administration de 1 mg /kg p.c de 'IMD par voie orale dissous dans de
I'huile de mais tous les jours pendant 60 jours, (Abd-Elhakim et al., 2013) ont conclu que
I'exposition a I'IMI méme a tres faible concentration pourrait induire de multiples aberrations
neurocomportementales et des impacts neurotoxiques, surtout chez les comme le prouve
I'activité moins exploratoire, les fonctions sensorimotrices déficientes et la haute depression.
Cela pourrait étre principalement di a I'épuisement de certains neurotransmetteurs, aux

dommages oxydatifs et aux modifications apoptotiques du cerveau.

2.3.7. Domaines d’utilisation :

L'utilisation de pesticides a augmenté avec la prise de conscience croissante de ses
avantages pour l'agriculture et I'élevage, la technologie aprés récolte et la santé publique
(Vohra et Khera, 2018).

Actuellement, I’imidaclopride est le premier néonicotinoide introduit
commercialement et le deuxieme produit agrochimique le plus utilisé au monde (Jeschke et
al., 2010 ; Goulson, 2013). Il est utilisé dans le domaine vétérinaire comme traitement
antipuces (Advantage®) et contre les tiques, dans le domaine du jardinage ou en usage
domestique pour I’élimination des termites (Merit®) ou des cafards. Il est également utilisé
dans le domaine agricole (plus de 140 cultures) contre les cochenilles, les thrips, les insectes
suceurs en arboriculture (Confidor®) et dans les cultures de céréales (Gaucho®). Il est
proposeé principalement comme traitement de semences pour des cultures de grande envergure
telles que le coton, céréales (riz, mais, blé), les semences vinaigrette, légumes et fruits
(Jeschke et al., 2011 ; Goulson, 2013 ; Sun et al., 2016). L’IMD est également utilisé pour
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lutter contre les mouches domestiques dans les exploitations avicoles et pour la pulvérisation
foliaire dans les cultures fruitieres et les vergers ainsi pour contréler les arthropodes
ectoparasites (par exemple, K9 Advantix Il et Advantage) (Sun et al., 2016 ; Zeid et al.,
2019).

Les insecticides peuvent étre utilisés selon trois modes d’application différents :
traitement des parties aériennes, traitement du sol ou enrobage de semences (agent
systémique). Le succés de I’imidaclopride réside aussi dans le fait qu’il soit commercialisé

selon les trois modes d’application connus (Louat, 2014).

En 2009, les ventes sur le marché de I'imidaclopride aux Etats-Unis étaient estimées a 1,1
milliard USD. Cette utilisation importante de I'imidaclopride dans l'agriculture ces dernieres
années pourraient encore accentuer sa présence dans le sol et 1’eau ainsi que la détection de
dans divers types de fruits et légumes frais et transformés. Ces possibilités suggerent que le
potentiel d’exposition humaine a I’imidaclopride, chez les travailleurs agricoles, serait
relativement élevé. La Commission européenne a limité l'utilisation de l'imidaclopride en
2013, en méme temps que deux autres neonicotinoides, en raison du risque potentiel
d'effondrement des populations d'abeilles. L’action sélective, et la propriété systémique font
de I’imidaclopride un choix préférable d’insecticide dans diverses situations sur le terrain

(Sun et al., 2016).

2.4. Formaldéhyde
2.4.1. Définition

Le formaldéhyde (FA), appelé aussi ’aldéhyde formique, ou encore le méthanal (n°
CAS : 50-00-0), a été découvert en 1867 par le chimiste britannique August Wilheld Von
Hofmann. C'est un aldéhyde simple dont la formule moléculaire est CH20, présentée dans la
figure 16. 1l est produit a grande échelle dans le monde entier a partir de méthanol et qui est
également un polluant atmosphérique commun. Le formaldéhyde en solution « Formol » est
le produit chimique le plus couramment utilisé pour I'embaumement. Malgré son utilisation
répandue dans la fixation des tissus et I'embaumement, son innocuité constitue une

préoccupation majeure pour le formaldéhyde (Elshaer et Mahmoud, 2017).
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Figure 15 : La structure moléculaire du formaldéhyde (Cloteaux, 2015).

2.4.2. Propriétés physico-chimiques
2.4.2.1.  Propriétés physiques

Le formaldéhyde est un composé chimique gazeux, incolore a la température

ambiante, hautement inflammable, d’odeur piquante et suffocante, détecté entre 0,05 et 0,5

ppm, et il est irritant a 1’état pur (Elshaer et Mahmoud, 2017 ; De Oliveira Ramos et al.,

2017 ; Nacache, 2017).11 est trés soluble dans I’eau et dans les solvants polaires tels que

I’éthanol, ’acétone et diéthyle (Cloteaux, 2015). Il est généralement commercialisé dans une

solution liquide de l'eau et de I'éthanol, porte la dénomination de formol ou formaline, dont

les concentrations comprises entre 37 et 50% p / p de formaldéhyde. Mais il est également

disponible sous ses formes polymérisées : le paraformaldehyde (polymeére) ou le trioxane

(trimere) (Zang et al., 2017). Ses principales caractéristiques physiques sont présentées dans

le tableau suivant :

Tableau 04 : propriété physique du formaldéhyde (Cloteaux, 2015).

Masse molaire 30,03 g mol*
Point de fusion -92 °C;-118°C
Point d’ébullition -20a19°C
Densité 0,816 a-20 °C
Densité de vapeur 1,04-1,06
Tension de vapeur 517-519 KPa a 25 °C
Température d’auto-inflammation 424 °C
Limites d’inflammabilité (% en volume dans
I’air)
Limite inferieure 7%
Limite supérieure 73%

Conversion

a25°C, 1ppm=1,23mgm
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2.4.2.2.  Propriétés chimiques

L’aldéhyde est généralement commercialisé sous sa forme aqueuse car il est en
équilibre sous sa forme hydratée le méthane-diol (ou méthyléne glycol) selon la réaction

suivante :
HCOH + H;0 = CH2(OH) 2

C’est un composé tres réactif et tres hygroscopique. Il subit facilement la
polymérisation, et peut former des mélanges explosifs avec l'air. 1l se polymérise facilement
en particulier a froid ou en présence de traces d’impuretés polaires (acides, alcalins) ou d’eau
(le gaz pur et sec est relativement stable a 80-100 °C). Il se décompose & des températures
supérieures a 150 ° C. Il est considéré ainsi autant qu’un intermédiaire chimique pour sa

réactivité et sa polyvalence (Quiroz torres, 2012 ; Cloteaux, 2015).

2.4.3. Mécanisme d’action du formaldéhyde

Le formaldéhyde est un composé fortement electrophile (propriété liée au groupement
carbonyle). Il peut ainsi réagir avec les groupements amines, thiols et hydroxyles des
macromolécules de 1’organisme (sites nucléophiles des protéines, des petites et moyennes

molécules (cystéine, glutathion) et de ’ADN) .

Urines Poumons et
FDH _/' (farmiate) _/ urines

Formaldehyde ~——  Acide formique  — > CO;

m Composé électrophile

Réaction avec les macromolécules organiques (ADN, proteines)
Groupements amines, thiols et hydroxyles

Figure 16 : Mécanisme global de I’action du formaldéhyde dans 1’organisme
Par ailleurs, les ions formiates inactivent la cytochrome-oxydase conduisant a des
perturbations de l'intégrité des membranes, des systémes enzymatiques et du métabolisme
énergétique cellulaire (cytotoxicité). Cette cytotoxicité entraine un épuisement des réserves en
glutathion (saturation de la détoxification par le glutathion chez le rat au-dela de 5 mg.m-3),
une modification de I’homéostasie (concentration intracellulaire du Ca2+ augmentée apres

quelques minutes de contact), une augmentation de I’acidité sanguine (acidose) et une

43 |



Partie bibliographique

inhibition de la fonction respiratoire mitochondriale. Le mécanisme génotoxique du
formaldéhyde n’est pas encore complétement €lucidé. Il forme des adduits a I’ADN et ADN-
protéines dans les cellules avec lesquelles il est en contact, réponse qui serait dose-dépendante
et non linéaire. Chez le rat, il a été mis en évidence une augmentation de la formation
d’adduits 2 ’ADN et ADN-protéines au-dela de 5 mg.m™. L’hypothése admise actuellement
au sein de la communauté scientifique est une augmentation de la prolifération régénératrice
des cellules épithéliales de la muqueuse nasale résultant de la cytotoxicité, étape clé de
I’induction du cancer par le formaldéhyde (McGregor et al., 2006). Cette prolifération induit
une augmentation du nombre de réplications de I’ADN, donc de la probabilité¢ de formation
d’adduits a ’ADN et ADN-protéines. Cette réaction en chaine conduit a des erreurs plus
fréquentes de réplication, puis de mutation. A fortes doses, le formaldéhyde inhibe également
la fonction de clairance mucociliaire. Ainsi, le développement de cancers du nasopharynx
serait lié a une altération répétée et prolongée de 1’épithélium nasal, donc a des expositions
suffisamment importantes et prolongées causant préalablement une irritation. Ces mécanismes
ont également été observés chez le singe. L’augmentation de la prolifération cellulaire et de la
formation d’adduits a I’ADN et ADN-protéines a été observée au niveau de I’épithélium des
voies aériennes supeérieures chez le singe exposé a des vapeurs de formaldéhyde. La
possibilité d’un mécanisme d’action similaire chez ’homme est confortée par I’observation
d’une augmentation de la prolifération cellulaire dans une expérimentation in situ ou des
cellules épithéliales trachéo-bronchiques ont été transplantées dans un modele de souris
athymiques et par la faible variabilité toxicodynamique d’une espéce a ’autre (IPCS 2002).
Les mécanismes protecteurs tels que la clairance mucociliaire et la détoxification enzymatique
en présence de glutathion sont également présents chez ’homme. Concernant la toxicité
systémique du formaldéhyde, elle est peu probable en raison de sa faible demi-vie dans

I’organisme. De plus, il existe peu de données évaluant ces aspects.
2.4.4. Métabolisme et toxicocinétique

a. Voies d’absorption
De facon physiologique, on retrouve le formaldéhyde de maniere ubiquitaire dans
notre organisme. Cette substance endogéne est produite par le catabolisme de certains acides
aminés (glycine et sérine principalement) et du méthanol. Sa concentration plasmatique est
d’environ 2,5 mg/L. De maniére générale, il existe trois voies d’absorption possible. Cette

erniere est limitée a la premiére zone de contact dans 1’organisme du fait de sa forte
d t limit 1 d tact d r du fait d fort
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réactivite chimique avec les macromolécules biologiques, ce qui aboutit localement a la
formation d’adduits aux protéines, a I’ADN ou des adduits de type ADN-protéines (Lan et
al., 2015 ; Nacache, 2018).

e Absorption respiratoire:

Le formaldéhyde est facilement absorbé par voie respiratoire. La plupart des produits
administres par inhalation sont retenus au niveau de la muqueuse nasale et des voies aériennes
supérieures. Une part plus faible atteint la muqueuse bronchique (Nacache, 2018).

e Absorption cutanée:

L’absorption par cette voie est trés faible en milieu professionnel en dehors d’une
exposition accidentelle. L’absorption cutanée reste possible en cas de contact direct entre la
peau et une solution de formol ou une résine liquide (Nacache, 2018).

e Absorption digestive:

Plusieurs dizaines de millilitres seraient absorbés lors d’une exposition accidentelle. 11
n’y a pas d’absorption systémique du formaldéhyde donc pas d’augmentation de la
concentration sanguine normale lors d’exposition faible ou modérée. En cas d’exposition
accidentelle, la demi-vie sanguine du formaldéhyde ingéré est tres bréve (1 a 2 mn) (Nacache,
2018).

b. Biotransformation et distribution

Ce n’est pas le formaldéhyde lui-méme qui est distribué dans I’organisme mais ses
métabolites. Cela est lié a une forte réactivité au niveau de la zone de premier contact. Ainsi,
lors d’une absorption respiratoire, il est rapidement oxydé en formiate (acide formique) des
les voies aériennes supérieures par une aldéhyde-déshydrogénase NAD*-dépendante (FDH),
en présence de gluthation (Arts et al., 2006). Sa réactivité chimique avec les macromolécules
locales aboutit a la formation d’adduits a I’ ADN et aux protéines (Baan et al., 2009).

Chez le rat, ses métabolites sont distribués principalement dans I’cesophage, les reins, le foie,
les intestins et les poumons, et sont inclus dans le cycle du carbone au niveau tissulaire (Arts
et al., 2006).

c. Elimination

Chez le rat, les formiates sont ensuite éliminés par voie urinaire ou pulmonaire:

I’excrétion urinaire de formiate représente environ 17% et I’élimination sous forme de

dioxyde de carbone expiré est de I’ordre de 40% (Arts et al., 2006).
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Urines carbonates Expiration
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Figure 17: Métabolisation du formaldéhyde (Nacache, 2018).
(FDH : formaldehyde déshydrogénase ; GSH : gluthation ; THF : tétrahydofolate)

2.4.5. Effet toxique :
D’apres le journal officiel de république Algérienne N° 23/09 le formaldéhyde est
classé comme produit de consommation présentant un caractere de toxicité ou un risque

particulier.

2.4.5.1. Toxicité aigue
a. Effet irritant et allergisant

Le formaldéhyde est un composé trés irritant et allergisant pour la peau, le nez, la
gorge et les yeux. Tres volatil, il s’absorbe facilement a la surface des voies respiratoires,
principalement dans leur partie supérieure. Le formaldéhyde réagit de facon rapide et quasi
compléte avec les différents composants organiques des cellules avec lesquelles il entre en
contact (protéines, lipides ou acides nucléiques). Les vapeurs, a des concentrations comprises
entre 1 et 3 ppm (soit entre 1,2 et 3,6 mg m-3), provoquent une irritation sensorielle transitoire
et réversible des yeux et des voies respiratoires (nez et gorge), avec une grande variabilité de

susceptibilité individuelle & ces effets (Bonnard et al., 2008 ; Cloteaux, 2015). A des
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concentrations supérieures, I’irritation s’étend a la trachée et aux bronches. L’irritation
sensorielle liée a la stimulation des terminaisons nerveuses du nerf trijumeau par le
formaldéhyde. Cet effet chimio-sensoriel peut étre considéré comme une composante de
I’irritation oculo-nasale, observable a des doses inférieures ou parfois concomitantes aux
effets irritants classiques, mais sans aucun effet sur les cellules ou les tissus muqueux. Ce
phénomene se rapproche davantage d’un inconfort ressenti, sans signes objectifs, a distinguer
cependant de la simple perception olfactive du formaldéhyde. La limite entre irritation
tissulaire vraie et simple inflammation neuro- sensorielle est parfois tres faible lorsque
I’inflammation neurogénique par stimulation nerveuse se prolonge. Cela déclenche dans ce
cas des effets plus généraux semblables a I’irritation tissulaire, les deux irritations sont alors
indifférenciables (Briining et al., 2014).L irritation tissulaire apparait au niveau oculo-nasal a
partir de 0,5 a 2 ppm avec une forte variabilité interindividuelle. Les sujets présentent alors
des picotements des muqueuses induisant une augmentation de la fréquence du clignement
des yeux et une hyperhémie conjonctivale regressives apres décontamination par lavage
abondant. De maniere générale, I’irritation augmente systématiquement avec la concentration
atmosphérique de formaldéhyde, pour devenir insupportable autour de 5 ppm, niveau de
concentration ou I’on retrouve une forte irritation trachéo-bronchique. Lors d’expositions a de
fortes concentrations atmosphériques (dés 50 ppm) I’irritation est nettement plus importante et
on observe un bronchospasme sévere, un oedeme pulmonaire et des ulcérations trachéo-
bronchiques. Par contact cutané, le formaldéhyde peut provoquer des réactions irritatives ou
allergiques (Cloteaux, 2015). La relation dose-réponse pour les effets irritants locaux du
formaldéhyde reste mal décrite, notamment en raison de la variabilité de leur perception, du
manque de consensus sur leur définition scientifique et du choix de I’effet critique a retenir
(Nacache, 2018).

2.4.5.2. Toxicité chronique

a. Effet sensibilisant et allergisant

Le formaldéhyde a un effet sensibilisant respiratoire (dés 3 ppm) et cutané (solution a
partir de 0,1 %) qui dépasse la simple irritation. L hypersensibilité est soit retardée (eczéma
de contact), soit plus rarement immédiate (rhinite, asthme, urticaire, choc anaphylactique).
Mais on n’observe pas d’induction d’hyperréactivité bronchique (a des doses modérées méme
lors d’expositions prolongées). Les asthmes professionnels résulteraient davantage d’un

mécanisme irritant du formaldéhyde sur I’appareil respiratoire, souvent précédé d’une rhinite,
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que d’un phénomene allergique. Des altérations des explorations fonctionnelles respiratoires
peuvent étre retrouvées de fagon permanente ou rythmées par le travail a partir de 0,5 ppm, et
un asthme irritatif peut étre développé (Nacache, 2018).

b. Effets neurologiques

Récemment, les effets neurotoxiques de formaldéhyde sur la santé humaine ont fait
l'objet d'études approfondies. Les données épidémiologiques ont montré que des troubles
neurocognitifs et neurocomportementaux se produisent chez les techniciens et les travailleurs
en histologie exposés a des niveaux élevées de formaldéhyde sur une longue période. Les effets
neurotoxiques du FA ont été confirmés dans plusieurs modéles expérimentaux (Tang et al.,
2013) La survenue de psychosyndrome organique (céphalées, asthénie, troubles mnésiques,
perturbations du sommeil et de I’humeur) peut avoir lieu lors d’expositions répétées mais il
n’y a pas de certitude quant a I’imputabilité au formaldéhyde. La co-exposition fréquente a
des solvants organiques rend difficile cette évaluation (Nacache, 2018).

c. Cancerogénicite

En 2004, le Centre international de recherche sur le cancer a classeé le formaldéhyde
cancérogene avéré chez I’Homme (groupe 1) en 2004 (CIRC, 2006). Le groupe de travail
avait alors estimé disposer d’indications suffisantes montrant que le formaldéhyde provoque
le cancer du nasopharynx (sur la base d’études épidémiologiques concordantes en milieu
professionnel).En France « les travaux exposant au formaldéhyde » ont été ajoutés a la liste
des procédés cancérogenes depuis 2007. Des études ont démontré que le formaldéhyde fait
augmenter le risque de cancer du nasopharynx et de leucémie.L’analyse du mécanisme
d’action par exposition aérienne au formaldéhyde montre que I’effet cancérogeéne survient a
des concentrations induisant une prolifération associée a une cytotoxicité, et que la
génotoxicité du formaldéhyde est principalement observée au niveau du site de contact a des
concentrations élevées. Les effets irritants, qui apparaissent a des doses plus faibles que celles
susceptibles d’induire des tumeurs, sont considérés comme des effets précurseurs de
I’induction des tumeurs observées a de plus fortes concentrations. Ce constat soutient
I’hypotheése d’un mécanisme cancérogeéne a seuil d’action et le choix des effets irritants

comme effets critiques (Nacache, 2018).
2.4.6. Les principales sources de formaldéhyde :

Le formaldéhyde est un produit chimique que [’on trouve partout dans
I’environnement (Zang et al., 2017). Il se trouve principalement dans la constitution des

fumées de combustion naturelles (bois, tabac) ou synthétiques (matieres plastiques).
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Industriellement, il est généralement obtenu par oxydation catalytique de I’alcool méthylique
(Nacache, 2018). Il est également produit lors de ’oxydation photochimique des composeés
organiques volatils d’origine naturelle dans la troposphére et la combustion incompléte de la
biomasse. La combustion partielle des carburants et les rejets industriels dans 1’atmosphére
sont des sources supplémentaires de formaldéhyde. Ainsi que le métabolisme de la majorité
des organismes vivants en produit de faibles quantités en tant qu’intermédiaire métabolique
(Cloteaux, 2018). Le formaldéhyde constitue donc un COV trés présent en milieu de travail.
Ses sources nombreuses sont a l’origine d’expositions professionnelles ou domestiques

survenant essentiellement par contact cutané ou par inhalation (Pons-Lebeau, 2007).

2.4.7. Domaines d’utilisation :

Le FA est un composé contaminant que 1’on trouve couramment dans 1’environnement
en raison de son utilisation répandue dans des secteurs d’activité variés telles que les
industries chimiques, textiles, agro-alimentaires, cosmétiques ou pharmaceutique et secteur
hospitalier pour des applications extrémement diverses telles que la production de matériaux
de construction, la production de résines, les plastiques... ect (De Oliveira Ramos, 2017). Il
est également largement utilisé comme conservateur, désinfectant, biocide et agent
stérilisant. En ce qui concerne I'environnement intérieur, son réle en tant que composant
d'adhésif thermodurcissable est particulierement préoccupant (Khalil et al., 2017).

a. Exposition professionnelle

L'exposition au formaldéhyde est de plus en plus courante, que ce soit en raison de

conditions environnementales ou de laboratoire, ou les professionnels et / ou les étudiants du

domaine medical sont constamment exposes (De Oliveira Ramos, 2017).

> 1l est utilisé comme intermédiaire de synthese, sous forme de gaz, solution aqueuse ou au
sein de préparation dans de nombreux secteurs industriels:

s Il est utilisé, dans I’industrie des matiéres plastiques, comme matiére premiére pour la
fabrication des résines aminoplastes (urée/formol, mélamine/urée/formol) et phénoplastes
(phénol/formol) (Nacache, 2018) trés largement utilisées dans les secteurs suivants :

e Bois : en tant qu’adhésif ou liant pour la fabrication de panneaux de particules, de
panneaux de fibres de densité moyenne, de charpentes, d’agglomérés, de contreplaqués

e Papier : fabrication de papier résistant a I’humidité, de papier couché.

e Matériaux d’isolation : mousses isolantes, nappes de fibres vitreuses artificielles, liant

pour panneaux.
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e Fonderie: liant dans la fabrication des noyaux et de certains moules.
e Textile : apprétage des tissus pour infroissabilité et ignifugation.

e Cuir : colles, opération de finition en tannerie.

Ses propriétés biocides (bactéricide, fongicide, virucide et insecticide) en font un puissant
agent désinfectant prisé des industries agroalimentaire, agricole, pharmaceutique ou
notamment en milieu hospitalier. Dispersé par fumigation il y est employé comme
désinfectant de surfaces, des circuits de dialyse, du linge et désinfectant a froid du matériel
médico-chirurgical (Patellis et al., 2002).

Il est fréqguemment utilisé comme agent de conservation dans les produits en émulsion

aqueuse tels que les produits cosmétiques, les produits de nutrition animale (aliments et
ensilages), certaines peintures, certaines huiles de coupe, dans les détergents ménagers et
industriels (acide nitriloacétique, EDTA) (Testud, 2012 ; Nacache, 2018).
Grace a ses proprietes déshydratantes, le formaldehyde est un excellent fixateur tissulaire.
Une large utilisation des propriétés conservatrices du formaldéhyde est faite en laboratoire
d’histologie et pathologie. La concentration atmosphérique en formaldéhyde y est parfois
¢levée, en particulier lors de la préparation des solutions de formol, I’¢limination des
piéces anatomiques et le changement des bains de solution fixatrice. Le niveau moyen de
concentration atmosphérique qui y est habituellement relevé est d’environ 0,5 ppm. Par
ailleurs, lors d’activités d’embaumement en laboratoire d’anatomie ou dans les morgues, la
concentration atmosphérique de formaldéhyde dépend de la constitution chimique du
fluide servant a I’embaumement, de 1’état du corps, du type de ventilation et des méthodes
de travail mais le niveau moyen lors de telles activités est genéralement plus élevé (autour
de 1 ppm).

b. Exposition environnementale

Le formaldéhyde est formé naturellement dans la troposphére lors de l'oxydation
d'hydrocarbures émis par les végétaux. Les terpéenes et I'isoprene libérés par les feuillages
réagissent avec les radicaux OH en formant du formaldéhyde. Les feux de foréts, les
déchets animaux et la décomposition des résidus végétaux dans les sols contribuent
également a sa synthese. La plus grande partie du formaldéhyde présent dans
I'environnement est cependant anthropique et résulte des échappements non catalysés des
automobiles (la concentration atmosphérique en ville avoisinant 0,01-0,05 ppm). Les

émissions gazeuses, les rejets d'eaux usées, 1’alimentation, le tabac et le chauffage des
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batiments constituent également des sources d'exposition environnementales au

formaldéhyde.

c. Exposition domestique

Il existe également une exposition domestique au formaldéhyde qui provient des
nettoyants ménagers, des résines, des colles, des produits cosmétiques, des contre plaqués, et
certain produits textiles. Cet agent chimique est un polluant de Iair intérieur, 1’exposition a
cette substance en milieu intérieur représente environ 98% de I’exposition aérienne de la
population. La valeur moyenne relevée par ’Observatoire de la qualité¢ de 1’air intérieur en
France en 2004 était de 20 pug/m3. Cette différence s’explique notamment par la dégradation
des mousses isolantes urée/formol et du relargage du mobilier ou planchers en bois ou des
tapis et moquettes apprétés par des résines. Ce phénomene a d’autant plus d’ampleur lorsqu’il
s’agit d’endroits confinés et fortement traités chimiquement: plusieurs cas d’asthmes ont ainsi
été publiés chez les utilisateurs de mobile home aux USA dans les années 1980 (Testud,
2012 ; Nacache, 2018). Les nuisances liées a ’émission de formaldéhyde dans les habitations
des années 1970, ou I'utilisation de mousses isolantes urée/formol était trés répandue, ont
largement contribué a I’interdiction de ce procédé dans divers pays industrialisés. En France,
depuis 1988, une réglementation spécifique interdit I’utilisation de ce type d’isolation
(Vincent et Jeandel, 2006).
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Matériels et méthodes

1. Objectif :

L’¢étude expérimentale a été effectuée au niveau de Laboratoire de Biotoxicologie,
pharmacognosie et la valorisation biologique des plantes, Département de biologie, Faculté
des Sciences, Université Moulay-Tahar, Saida, Algérie.

L’objectif de notre travail est d’évaluer I’effet thérapeutique de I’extrait aqueux d’anis
vert sur des rats méales préalablement intoxiqués a deux différents pesticides utilisés en
Algérie Confidor.OD et Formyl selon plusieurs approches: neurocomportementale,
biochimique, hématologique et histologique.

2. Matériel
2.1. Matériel vegétal :

Le matériel végetal est représenté par les graines séches d’anis vert (pimpinella anisum
L), elles ont été obtenues a partir d’un magasin d’épices au niveau de la wilaya de Saida. Les
graines ont été pulvérisées en poudre fine a I’aide d’un broyeur ¢électrique a usage domestique.
Nous avons effectué deux méthodes d’extraction 1'une de [I’huile essentielle par
hydrodistillation afin d’identifier les composants de cette derniére par une analyse
quantitative en utilisant la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectroscopie de
masse (CPG/SM), et une deuxieme par décoction pour obtenir un extrait aqueux qui vas étre
utilisé par la suite comme traitement pour les rats intoxiques.

2.2. Matériels chimiques :

L’insecticide testé est le «Confidor® OD », 1[(6-chloro-3-pyridinyl) methyl]-N-nitro-
2-imidazolidinimine, [CAS No. 138261-41-3], renfermant 19,42 % de matiére active qui
correspond a une concentration de 200 g/l de I’imidaclopride, il est produit par la firme
chimique allemande Bayer.

Le deuxieme pesticide testé est le « Formyl S/C (Super concentré) » est un desinfectant
trés puissant grace a son pouvoir bactéricide. Sa matiére active est l'aldéhyde formique
(Formaldéhyde), il est produit par I'unité de Baraki — Alger.

2.3. Matériel biologique :

Le modeéle animal choisi est le rat blanc de laboratoire, espece Rattus norvegicus,
souche Wistar, issus de I’institut Pasteur d’Alger. L’¢levage est effectué dans une animalerie
ventilée, a une température de 21+1°C avec un éclairage artificiel qui établit un cycle
jour/nuit (12 h lumiére / obscurité). Les animaux sont maintenus en période de stabilisation

deux semaines avant 1’expérimentation.
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3. Méthodologie
3.1. Préparation de I’extrait aqueux de pimpinella anisum L

Selon la méthode de Hosseinzadeh et al (2013), ’extrait aqueux a été préparé a partir
des graines pulvérisées. En réalisant la méthode de décoction, cent grammes (100g) de poudre
ont été mélangée avec 100 ml d’eau distillée, le mélange a été mis sous agitation pendant 15
min avec (Température < a 100 °C). Apres refroidissement, le décocté obtenu est ensuite
filtré, puis lyophilisé.

3.2. Extraction de I’huile essentielle d’anis vert :

L’obtention de I’huile essentielle a été réalisée par la technique d’hydrodistillation.
Cette technique consiste a immerger une quantité de 50g du broyat dans 500 ml d'eau
distillée, ’ensemble est porté a ébullition. Les vapeurs chargées d’huile essentielle passent a
travers le coude puis dans le réfrigérant ou aura lieu de condensation. Le mélange eau-huile
est recupéré dans un flacon. La durée totale de I’extraction est estimée a trois 03 heures
(Kosalec et al., 2005). Le distillat est décanté dans une ampoule afin de séparer 1’huile de
I’hydrolat. L’huile est enfin conservée dans des flacons opaques et stockés dans un endroit
frais et obscur.

3.3. Calcul du rendement :

Le rendement en huile essentielle ou I’extrait aqueux est définit comme étant le
rapport entre la masse d’huile essentielle ou extrait obtenue et la masse du matériel végétal
utilisé
R (%) = M x 100/ MO.

e R (%) : Rendement
e M : Quantité d’huile ou I’extrait récupéré exprimée en g.
e MO : Quantité de la mati¢re seche utilisée pour I’extraction exprimée en g.

3.4. Analyse quantitative :

» Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectroscopie de masse (CPG /SM)

3.4.1. Principe:

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est une technique couramment utilisée
pour la séparation, 1’identification et le dosage des constituants chimiques.

La chromatographie consiste a séparer les composés d’un mélange en fonction des
vitesses d’entrainement a travers une phase stationnaire contenue dans une colonne et une

phase mobile gazeuse (gaz vecteur) (Arpino et al., 1995). La possibilité de coupler les
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chromatographes a divers spectrometres augmente considérablement la quantité et la qualité
des informations obtenues. En CPG/SM, la comparaison informatique des spectres d’un pic
inconnu avec une ou plusieurs références permet son identification (Bruneton, 1993).

3.4.2. Mode opératoire :

Les constituants de I’huile essentielle et de I’extrait ont été identifiés par CPG/SM.
L'analyse a été réalisée par un chromatographe a phase gazeuse du type Varian Saturn 2200
couplé a un spectrometre de masse Varian 2100 T, en utilisant le logiciel Saturn Varian
(Version 6.9.1). La colonne capillaire était apolaire de 30 m de longueur, de 0,25 mm de
diamétre et de 0,25 pum d'épaisseur. Le débit du gaz porteur (hélium) était 1 mi/min. 1ul
d’huile essentielle et d’extrait a été injecté, en utilisant le mode split (1/20). La température de
la colonne a été maintenue a 50°C pendant 5 min, puis montée de 5°C/min jusqu'a 300°C

(5min). Le détecteur était a I’ionisation de flamme (FID). L’énergie d’ionisation était 70 eV.

L’analyse a pris 2 heures du temps.

Figure 18 : Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectroscopie de masse.
4. Analyse qualitative :

4.1. Etude phytochimique :
Dans le cadre de la recherche des molécules ou d’activités biologiques d’origine

végétale, il est préférable de déterminer leurs compositions chimiques par une étude
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phytochimique afin de détecter les classes des composes existants dans les différents
organes des plantes.

Les tests phytochimiques sont bases sur des essais de solubilité, sur des réactions de
coloration et de précipitation ainsi que sur des examens en lumiere ultra violette.
> Différentes classes recherchées :

4.1.1. Lestannins:

La présence des tannins est mise en évidence en ajoutant a 1 ml de I’extrait
éthanolique, 2 ml d’eau et 2 a 3 gouttes de solution de Fe CI3 diluée (1%). L’apparition
d’une coloration bleue-noire caractérise la présence des tannins galliques verte, ou bleue-
verte celle des tannins cathéchiques (Aiyegoro et Okoh, 2010).

4.1.2. Les flavonoides :

La réaction de détection des flavonoides consiste a traiter 5 ml de 1’extrait éthanolique
avec 1 ml de HCI concentré et 0,5 g de tournures de magnésium. La présence des
flavonoides est mise en évidence, si une couleur rose ou rouge se développe aprés 3
minutes (Jaffer et al., 1983).

4.1.3. Les anthocyanes :

Un volume de 2 ml d’infusé est additionné¢ a 2 ml de HCI2N.L apparition d’une
coloration rose-rouge qui vire au bleu-violacé par addition d’ammoniac indique la
présence d’anthocyanes (Debray et al., 1971).

4.1.4. Lescoumarines :

Une masse de 1 g de poudre végétale est placée dans un tube en présence de quelques
gouttes d’eau distillée. Les tubes sont recouverts avec du papier imbibé de NaOH dilué et
sont portés a ébullition. Toute fluorescence jaune témoigne de la présence des coumarines
apres examen sous ultra-violet (Rizk, 1982).

4.1.5. Les alcaloides :

Nous avons procédé a une macération de 24 heures de 2 g de poudre végeétale
mélangés a 50 ml de H2SOsdilué au demi et a de I’eau distillée. Nous avons filtré le
mélange et rincé a I’eau de maniere a obtenir 50 ml de filtrat. Ensuite nous avons pris
deux tubes a essai dans lesquels nous avons introduit 1 ml du macéra. Nous avons ajouté
dans le tube n°1 cinq gouttes de réactif de Mayer et dans le tube n°2 cinq gouttes de
réactif de Wagner. La présence d’une turbidité ou d’un précipité, apres 15 minutes indique

la présence d’alcaloides (Aiyegoro et Okoh, 2010).
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4.1.6. Stérols et triterpenes :
Deux essais ont été effectués :
= Essai 1: Test pour les stérols et stéroides :

Un volume de 10 ml de I’extrait éthanolique est placé dans un erlenemeyer. Apres
évaporation a sec, le résidu est solubilisé avec 10 ml de chloroforme anhydre. Ensuite, on
mélange 5 ml de la solution chloroformique avec 5 ml d’anhydre acétique en y ajoutant
quelques gouttes d’acide sulfurique concentré, on agite et on laisse la solution se reposer. Un
test positif est révélé par D’apparition d’une coloration violacée fugace virant au vert
(maximum d’intensité en 30 minutes a 21°C) (Aiyegoro et Okoh, 2010).

= Essai 2 : Test pour les hétérosides stérodiques et triterpéniques :

Il consiste a évaporer a sec I’extrait éthanolique correspondant a 10 ml. Ensuite, on
dissout le résidu obtenu dans un mélange d’anhydre acétique/chloroforme (5/5 : v/v) ; puis on
filtre et on traite le filtrat par quelques gouttes d’acide sulfurique concentré (réaction de
Libermann-Burchardt). Si cette réaction donne des colorations verte-bleue et verte-violette,
elle indique alors la présence respective des hétérosides stérodiques et triterpéniques
(Aiyegoro et Okoh, 2010).

4.1.7. Lessaponosides :

Leur présence est déterminée quantitativement par le calcul d’indice de mousse, degré
de dilution d’un décocté aqueux donnant une mousse persistante dans des conditions
déterminées. Nous avons procédé a une décoction de 2 g de poudre végétale avec 100 ml
d’cau distillée qu’on porte a ébullition pendant 30 minutes.

Apreés refroidissement et filtration, on réajuste le volume a 100 ml. A partir de cette
solution mere, on prépare 10 tubes (1,3 cm de diameétre interne) avec 1,2, ... 10 ml, le volume
final étant reajusté a 10 ml avec de I’eau distillée. Chacun de ces tubes est agité avec énergie
en position horizontale pendant 15 secondes.

Aprés un repos de 15 minutes en position verticale, on reléve la hauteur de la mousse
persistante en centimetre. Si elle est proche de 1 cm dans le 10éme tube, alors I’indice de
masse est calculé par la formule suivante : La présence de saponines dans la plante est
confirmé avec un indice supérieur a 100 (Dohou et al., 2003).
| = Hauteur de mousse (en cm) dans le 10éme tube x 5/ 0,0X

Avec : X : Volume contenu dans le 10éme tube
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4.1.8. Lescomposés reducteurs :

Leur détection consiste & mettre 1 ml de I’extrait éthanolique avec de I’eau distillée et
20 gouttes de la liqueur de Fehling puis le chauffer. Un test positif est révélé par la formation
d’un précipité rouge brique (Trease et Evans, 1987).

4.1.9. L’amidon :

On chauffe 3 ml de I’extrait aqueux avec 10 ml d’une solution de NaOH saturée dans
un bain marin jusqu’a 1’ébullition. Ajouter ensuite le réactif d’iode. Un test positif est révélé
par ’apparition d’une coloration bleue-violacée (Bruneton, 2009).

5. Reépartition des groupes
5.1. L’exposition a I’'imidaclopride :

Les expériences sont réalisées sur des rats males avaient un poids qui varie entre 150 et 180
g. lls ont été divisés au hasard en quatre groupes comprenant chacun sept animaux ; EAP et
IMD ont éte administrés par la voie per os a I’aide d’une sonde de gavage :

e Groupe 1 : Rats témoins regoivent I’eau de boisson.

e Groupe 2 : Rats intoxiqués a I’imidaclopride a une dose de 90 mg/ Kg pendant 28 jours
(Lonare et al,. 2014).

e Groupe 3 : Rats intoxiqués a I’imidaclopride pendant 28 jours, sont ensuite traités par
I’extrait d’anis pendant 15 jours a une dose de 500 mg/kg.

e Groupe 4 : Rats recoivent de I’extrait aqueux d’anis vert a une dose de 500 mg/kg
pendant 15 jours (Bekara el al., 2016).
5.2. L’exposition au Formaldéhyde :

Ce pesticide a été administré a des rats males ayons un poids qui varie entre 150 et 200 gr
avec une dose de 125 mg/ Kg par vois orale pendant 4 semaines (Til et al., 1988). lls ont été
divisés selon leur poids en six groupes comprenant chacun sept animaux :

e Groupe 1 : Rats témoins regoivent 1’eau de boisson.

e Groupe 2 : Rats intoxiqués au Formy! (pesticide) a une dose de 125 mg/ Kg pendant 30
jours.

e Groupe 3 : Rats intoxiqués au Formyl pendant 30 jours, sont ensuite traités par I’extrait
d’anis pendant 15 jours a une dose de 500 mg/kg.

e Groupe 4 : Rats recoivent de I’extrait aqueux d’anis vert a une dose de 500 mg/kg
pendant 15 jours.

e Groupe 5 : Rats recoivent le Formaldéhyde (matiére active) (125 mg/ Kg) pendant 30
jours.

e Groupe 6 : Rats regoivent le Formaldéhyde (matiere active) (125 mg/ Kg) pendant 30

jours. , sont ensuite traités par I’extrait d’anis pendant 15 jours a une dose de 500 mg/kg.
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Figure 19 : Présentation schématique du protocole expérimentale.
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6. Evolution du poids corporel
Le poids corporel de chaque rat a été noté chaque jour pendant la durée d’adaptation
(avant le traitement) afin d’évaluer changements possibles par la nourriture ou le lieu (facteurs

externes), et au cours du traitement afin d’évaluer I’effet des pesticides.

7. Les tests neurocomportementaux

Cette approche ayant pour but d’évaluer les effets neurotoxiques induits par
I’exposition aux polluants sur le comportement global des animaux en I’occurrence la
mémorisation, ’apprentissage [’activité locomotrice et I'anxiété et I’effet protecteur de
Pimpinella anisium L. Pour atteindre cet objectif, plusieurs tests ont été élaborés tels que : le
test de la piscine de Morris, labyrinth de barne test d’Open Field, FST.

Les quartes tests (la piscine de Morris, labyrinthe de barnes, Open Field) sont filmés a I’aide
d’une caméra vidéo (logiciel utilisé : AVS Vidéo Editor) qui transmet I’image a un ordinateur
qui les digitalise et ’enregistre. A partir de cet enregistrement, 1’ordinateur calcule les
parametres requis a I’aide d’un logiciel (Sigma Stat). Chaque dispositif expérimental est

nettoyé a I’alcool puis séché entre chaque session sauf le FST.

7.1. Test de la nage forcee :

Le test de la nage forcée (Forced Swimming Test) est un modele comportementale
permettant la sélection de molécules a activité antidépressive (Porsolt et al., 1977). Le
principe est basé¢ sur le fait que I’animal, une fois placé dans une situation stressante, va
essayer de s’en extraire. Les rats sont placés individuellement, pendant 6 min dans un cylindre
en verre (hauteur: 39 cm, diametre: 20,7 cm) rempli aux deux tiers d’eau a 22 -C+ 1°C dans
lequel il n’y a aucune issue possible. L’animale est considéré comme étant immobile lorsqu’il
flotte en position verticale, et ne fait que quelques mouvements afin de maintenir sa téte hors
de I’eau. Aprés s’étre débattu dans 1’eau, I’animal devient presque immobile, bougeant les
pattes de temps a autre pour rester a flot ou retrouver son équilibre. Cette immobilité est
interprétée comme étant le reflet d’un « désespoir comportemental », qui survient lorsque
I’animal réalise qu’il ne pourrait s’échapper. La durée d’immobilité est révélatrice du degré de

désespoir chez I’animal (fig.20).
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Figure 20 : L’épreuve de la nage forcée.

7.2.Test de I’open field

Ce test est réalis¢ afin d’évaluer I’activité locomotrice ainsi que le comportement
anxieux des rats. L’aréne utilisé est une boite carré ouverte (70 cm x 70 cm x 34 c¢cm), a fond
noir et des lignes blanches au sol délimitaient des carreaux (10x10 cm) .Chaque rat est
initialement placé dans un des quatre coins de 1’open field, la téte orientée vers un coin. Son
comportement est observé pendant 6 minutes, entre chaque essai on nettoie la cage avec
I'éthanol 70%. Six paramétres sont mesurés par 1’expérimentateur : le temps de latence
(exprimé en secondes), le nombre total de carreaux traversés, le nombre de visites dans les 9
carreaux du centre, le nombre total de redressements (animal positionné sur ses deux pattes
postérieures, droit, en équilibre dans le vide ou contre une paroi), le nombre total de
toilettages et le nombre total de défécations. Ce test analyse le comportement exploratoire du
rat dans un espace clos. On [I'utilise avant tout pour mesurer ses fonctions motrices, mais
aussi, pour évaluer son degré d’anxiété. Un animal anxieux évite le centre du terrain qui est

ouvert, et reste au périphérique (Kahloula., 2014).
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Figure 21 : L’épreuve d’Open Field.

7.3. Labyrinthe de Barnes :

Le labyrinthe de Barnes est une approche comportementale pour mesurer rapidement
et efficacement I’apprentissage et la mémoire visuo-spatiale chez les rongeurs Le dispositif
est constitué d’une plateforme circulaire en bois (100 cm de diamétre, hauteur: 65 cm) élevée
avec 12 trous égaux (diamétre du trou : 10 cm) situés a 9 cm de la bordure et séparés d’une
distance constante. Sur ce dispositif, les rats utilisent des repéres visuels extra-labyrinthe pour
localiser un trou équipé d’une cavité ou il peut s’enfuir cette derniére a été maintenue sous
I'un des trous au bord de la plate-forme. Cette boite d'‘échappement est restée dans une
position constante par rapport a la piece tout au long du test (Patil et al., 2009). Le rat est
placé au centre de la plateforme dans une chambre fortement éclairée et riche en indices
spatiaux localisés de maniére constante. Le rat explore librement la plateforme jusqu’a trouver
la cible dans laquelle il s’échappe. Le rat qui n'a pas trouvé la boite cible en 6 minutes doit
étre guidé doucement vers son emplacement. Chaque rat réalise 3 essais par jours pendants 5
jours. Tous les animaux sont restés dans la boite cible pendant 60 s aprés leur entrée. Le
sixieme jour, les rats sont soumises a une premiére épreuve : le rat est déposé au centre de la
plateforme de facon identique aux essais, mais les 12 trous sont bouchés. Deux parameétres
sont mesurés : la latence nécessaire a 1’animal pour rejoindre le trou donnant acces a la caisse,
le nombre d’erreurs effectuées, c'est-a-dire le nombre de visites aux trous non reliés a la caisse

(un trou est considéré comme visité lorsque le rat y passe la téte).
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Figure 22: La plateforme de labyrinthe de Barnes.

7.4.La piscine de Morris (Labyrinthe aguatique)

La piscine de Morris a été créée par Richard Morris neuroscientifique en 1981. Le but
de ce test est I’évaluation des capacités des rats a mémoriser et a gérer I’information spatiale
pour échapper a une situation aversive (I’eau d’un bassin) en atteignant un refuge le plus
rapidement possible (Morris, 1984). Le dispositif expérimental est constitué d’un bassin
circulaire en métal blanc de 160 cm de diameétre et de 60 cm de hauteur, rempli d'eau a une
hauteur de 30 cm. Ce bassin est rempli d’eau que 1’on rend opaque par addition un colorant
blanc non toxique a une température de 21+1°C confére a ce test un caractére aversif pour
I’animal Le bassin est virtuellement divisé en quatre quadrants par quatre points cardinaux
arbitraires (Nord, Sud, Est, Ouest). Une plate-forme (15 cm de diameétre) est disposée a
I’intérieur de 1’enceinte dans le quadrant Nord-Ouest., située en relief (1cm) de la surface de
I’eau, recouverte d’une grille afin de faciliter I’agrippement des animaux elle est visible pour
I’animal le premier jour du test. Dans la piece, sont disposés plusieurs indices distaux
susceptibles de permettre a 1’animal de se repérer dans 1’espace. Dans cette tache, ’animal
cherche a trouver refuge sur la plate-forme le plus rapidement possible.

e La phase d’acquisition dure 4 jours. Le protocole consiste a localiser la plate-forme
immergée rendue invisible dont la position reste inchangée au cours des 4 jours
consécutifs. Chaque rat subit une séance quotidienne de 4 essais séparés par un délai
de 15 min. A chaque essai, ’animal est déposé dans I’eau face a la paroi depuis un

point de départ déterminé qui varie d’essai en essai. L’essai se termine lorsque le rat a
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atteint la plateforme, ou aprés 1’écoulement de 60 secondes, le rat qui ne trouve pas la
plate-forme est guidé vers cette derniere et y reste 20 secondes pour mémorisation.

e 5éme jour (Le probe test) : le rat placé au Sud et subis un test de rétention dans le
bassin de 60s, le protocole consiste a retirer la plate-forme du bassin et mesurer
principalement le temps passé dans le quadrant qui contenait la plate-forme au cours
des essais précédents (Nord-Ouest).

e La phase de la plateforme visible : Apres 2 heures du probe test, la plateforme est
placée au milieu du quadrant NO et rendue visible en placant un drapeau coloré.
Quatre essais de 60 secondes pour chacun sont réalisés dans les 4 points cardinaux. Le

temps mis pour atteindre la plate-forme est mesuré.

Figure 23 : Le dispositif du test « Piscine de Morris ».

8. Prélevement sanguin et évaluation des poids des organes :

Les animaux sont sacrifiés le matin par décapitation aprés un jelne de 12 heures, et
cela aprés une exposition par injection d’une solution chloral (C2H3Cl302), & 10%. Le sang est
récupéré dans des tubes EDTA pour les analyses hématologiques et héparine pour les analyses
biochimiques. Le sang centrifugé a 3000 tours/10min. Le plasma est stocké a 4°C, il servira
pour les dosages biochimiques. Les organes (cerveau, foie, et reins) ont été soigneusement
prélevés, rincés et séchés puis pesés. Ces organes sonpar la suite conservés totalement dans

une solution préparée de Formol (10%) pour une étude histologique.
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9. Evaluation des parameétres biochimiques et hématologiques

9.1. Dosage des parametres hématologiques :

Les parametres hématologiques a savoir le nombre des érythrocytes, des leucocytes,
thrombocytes, taux d'hémoglobine, d'hématocrite, sont détermines a I'aide d'un Coulter de
type Sysmex XE-2100.

9.2. Dosage des parametres biochimiques :

9.2.1. Glucose Gluc -DH FS
Dans I’hémolysat : Réactif de diagnostic in vitro pour détermination du glucose par méthode

glucose déshydrogénase (gluc-DH) dans I’hémolysat sur systéme photométrique.

» Principe
Le glucose —déshydrogénase catalyse 1’oxydation du glucose selon 1’équation suivante :
-D- glucose +NAD gﬂ D-gluconolactone + NADH +H
La quantité de NADH formé est proportionnelle a la concentration de glucose.
» Methode
Test UV enzymatique avec utilisation de la glucose-deshydrogenase, les valeurs du standard
sont établies par rapport a un standard primaire.

9.2.2. Urée

Réactif de diagnostic in vitro pour la détermination quantitative de I'urée dans le sérum, le

plasma ou I'urine

» Principe
Urée + 2 H20_Yr€3%e _ oNH,* + 2 HCO5
2-Oxoglutarate + NHs*+ NADH  L- Glutamate + NAD" + H>0

» Meéthode
Test UV enzymatique : « Uréase-GLDH »

GLDH : Glutamate : Glutamate déshydrogénase
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9.2.3. Créatinine PAP (Enzymatic method)

Reéactif de diagnostic in vitro pour la détermination quantitative de la créatinine dans le
sérum, le plasma ou ’urine sur systémes photométriques.

» Principe

roarw Créatinin o
Créatinine + H;O H Creéatine
Créatine + H,Q Créatininas oo osine + Urée

Sarcosine-Oxidase

Sarcosinet O +*HiO o> Glyeine + HCHO +H:0,

H;O,+ HTIB +4-AA Pgﬂi,% Quinone colorant

» Meéthode
Test colorimétrique enzymatique

9.2.4. Détermination quantitative d’aspartate amino tranférase TGO (ASAT) (Asat
Spinreact)

» Principe de la méthode

L’aspartate amino transférase (AST), initialement appelée transaminase glutamate
oxaloacétique (GOT) catalyse le transfert réversible d’un groupe animique de I’aspartate vers
I’alpha-cétolutarate a formation de glutamate et d’oxalacétate .L’oxalacétate produit est reduit

en malate en présence de déshydrogénées (MDH) et NADH :
Aspartate + a- Cétoglutarate _AST , Glutamate+ Oxalacétate
Oxalacétate + NADH +H -MPH__ Malate +NAD*
La vitesse de réduction de la concentration en NADH au centre déterminée photo

numériques, est proportionnelle a la concentration catalytique d’AST dans I’échantillon.

9.2.5. Détermination quantitative d’alanine amino transférase TGP(ALAT) (Alat
Spinreact)

» Principe de la méthode

L’alanine amino transférase (ALT) initialement appelée transaminase glutamique
pyruvique (GPT) catalyse le transfert réversible d’un groupe animique d’alanine vers I’alpha-
cétoglutarate a formation de glutamate et de pyruvate .Le pyruvate produit est réduit en lactate

en présence de lactate déshydrogénase (LDH) et NADH :
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Alanine + a-Cétoglutarate —AST—»Glutamate +Pyruvate
Pyruvate +NADH +H*_LPH | actate + NAD*

La vitesse de réduction de la concentration en NADH au centre déterminée photo

numériques, est proportionnelle a la concentration catalytique d’ALT dans 1’échantillon.

9.2.6. Phosphatase alcaline

Réactif de diagnostic in vitro pour la détermination quantitative de la phosphatase alcaline

pal dans le sérum ou le plasma sur systéemes photométriques
> Méthode

Test photométrique cinétique, méthode standard optimisée selon les recommandations de la
DGKC (Société Allemande de Chimie Clinique).

» Principe

AST
p-Nitrophénylphosphate +H-O ——_, Phosphate + p-Nitrophénol

10. Dosage quantitatif et qualitatif des deux pesticides au niveau hépatique et cérébral :
» Chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC)

Les matiéres actives des deux pesticides « Formaldéhyde et Imidaclopride » ont été
analyses quantitativement et qualitativement par HPLC. Cet analyse est realisée sur un
appareil Agilent 1260 équipé d’un systéme de pompe quaternaire, muni d'un détecteur UV
(272 nm), réalisée sur colonne Beckman ultraspére,ODS, 5u x 4.6 mm x 25 cm. La phase
mobile est isocratique composée de 70% d’eau et de 30 % d’acétonitrile, le débit est 1 ml/min
et le volume d’injection est de 20 pl. Cette méthode d’analyse permet d’identifier et de

quantifier I’'imidaclopride et de formaldéhyde dans le cerveau et le tissu hépatique des rats.

Tableau 05 : Conditions de I’instrument.

Instrument HPLC Agilent 1260 équipé d’un systéme de pompe quaternaire
Colonne ODS 5p x 4,6 mm x 25 cm
Détecteur UV 272 nm
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Phase mobile Isocratique (70% d’eau -30% d’acétonitrile)

Débit 1,0 ml/min

Volume d’injection | 20 pL

11. Expression et analyse statistique des résultats :

Les résultats sont exprimés par la moyenne (M) des valeurs individuelles, affectées de
I’erreur standard a la moyenne (S.E.M). La comparaison de deux moyennes est effectuée par
un test t de Student. La comparaison de plusieurs moyennes est effectuée par une analyse de
variance (ANOVA) avec le facteur intoxication (IMD, T) et/ou le facteur traitement (EAP,
Solvant) suivie éventuellement du test Post-Hoc Student-Newman- Keuls. Les ANOVA a
mesures répétées ont été utilisées pour I’analyse du facteur temps. La probabilité p > 0,05
indique une différence n’est pas significative ; *p <0.05 indique une différence significative ;*
*p<0.01 ; indique une différence trés significative ; ***p<0.001 indique une différence
hautement significative. Les analyses statistiques ont éte réalisées avec le logiciel SigmaStat
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

Les résultats sont représentés sous forme de moyenne = SEM, avec signalisation si la

différence avec les témoins est significative ou non.

12. Etude histologique (Houlot, 1984)
Les coupes histologiques ont éeté réalisées suivant la technique classique de Houlot
(1984), cette technique comporte les étapes suivantes :
12.1. Fixation
Les organes (cerveau, foie et rein) prélevés ont été rincés dans 1’eau distillée pendant quelques
minutes puis découpés en fragments de 0.5cm d’épaisseur. Ces derniers ont été placés dans
une solution de formole a 10% (v/v).
12.2. Traitement des tissus
Le traitement des tissus a été réalisé par un automate (fig 24. Leica TP1020) qui
effectue la déshydratation par passage dans une série de bains d’éthanol a concentrations
croissantes (70%, 80%, 95% et 100%). La deuxiéme étape consiste en un nettoyage dans le

xyléne suivi par une infiltration par la paraffine dissoute a 56°C (Tableau 06).
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Figure 24 : Automate deshydratation (Leica TP1020) .

Tableau 06 : programmation d’automate

Poste Réactif Dureé
1 Formol 10% 1h
2 Formol 10% 1h
3 Ethanol 70% 2h
4 Ethanol 80% 2h
5 Ethanol 95% 2h
6 Ethanol 100% 1h
7 Ethanol 100% 1h
8 Ethanol 100% 1h
9 Xylene 2h
10 Xylene 2h
11 Paraffine 2h
12 Paraffine 2h
12.3. Inclusion et confection des blocs

Les échantillons ont été mis dans des cassettes puis imprégnés a chaud par une
paraffine de routine dont le point de fusion est de 54° a 56°C. La paraffine a été ensuite
coulée au quart dans des moules en acier inoxydable chauffés a 60° C et les fragments de
tissus y ont été déposés. Apres solidification de la paraffine, les blocs formés ont été congelés

a -20°C. Cette opération fait appel a des appareils « dits a inclusion » (fig.25) refermant un
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réservoir de paraffine maintenue a 1’état liquide par un systeme de chauffage, un petit robinet
et une plague métallique réfrigérée pour obtenir la solidification rapide du bloc de paraffine

contenant le tissu.

Figure 25: station d’enrobage de type Lieca
12.4. Confection des coupes
Les blocs de paraffine sont préalablement taillés avant d’étre réduits en coupes
microscopiques de 5 um d’épaisseur a I’aide d’un microtome. Les coupes ont été¢ ensuite
¢talées dans un bain marie a 50°C puis collées sur des lames par 1’albumine et séchées a 60°C

pendant 1 heure pour éliminer la paraffine.

Figure 26 : Microtome rotatif de Type Figure 27 : Bain-marie de type Leica.
Leica 2125.
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12.5. Coloration

Apres séchage a 1’étuve a 37°C pendant au moins deux heures, les lames sont colorées

en Hématoxyline-Eosine dont I’hématoxyline colore les noyaux en violet, et I’éosine colore le

cytoplasme en rose.

Cette coloration a été effectuée manuellement selon le protocole suivant :

v

AN N N N N

AN

Déparaffinage par passage dans deux bains de xyléne de 15 mn chacun.

Reéhydratation par passage dans deux bains d’éthanol absolu pendant 5 minutes.

Un bain d’alcool a 70° pendant 5 minutes.

Coloration avec I’hématoxyline pendant 25 minutes.

Ringage dans I’eau de robinet pendant 15 minutes.

Coloration a I’¢osine pendant 15 minutes.

Lavage a I’eau pour ¢liminer 1’excés de colorant.

Déshydratation dans I’alcool a 70° pendant 10 minutes puis dans I’alcool absolu
pendant 3 minutes.

Séchage des lames dans du papier buvard.

Clarification dans le xylene pendant 15 minutes.

Montage des lamelles a I’aide du baume de Canada en prenant soins de dégager les

bulles d’air.

12.6. Lecture des lames :

Les images numériques ont été capturées avec un microscope connecté (Primo Star) a un

appareil photo numérique (Primo Star) connecté a un ordinateur (HP).
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1. Détermination du rendement :

> En huile essentielle :

Les résultats relatifs au rendement montrent que I’extraction par
hydrodistillation a donné un rendement total de I’ordre de 1,383%.

» En extrait aqueux
La méthode de décoction nous a permis d’avoir un extrait aqueux de Pimpinella

anisum avec un rendement de 17,18 %.

2. Analyse phytochimique :
Les résultats concernant le screening phytochimique sont consignés dans le tableau

ci-dessous (tableau 06).

= Lesigne “’+’’ traduit par la présence du groupe de composés chimiques

[

= Lesigne son absence.

Tableau 07: Resultats du screening phytochimique pour neuf composés chez

I’anis vert.

Composé recherché Présence/Absence
Tanins +
Flavonoides +
Anthocyanes ++
Coumarines +
Alcaloides +
Stérols +4++

Saponosides -
Composeés réducteurs -

Amidon -
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3. Détermination de la composition chimique d’huile essentielle de

Pimpinella anisum par CPG/MS :

L’analyse chromatographique en phase gazeuse nous a permis d’identifié 12
composants pour ’huile essentielle de 1’anis vert avec I’anéthol comme composant

majeur.

Tableau 08: les composants chimique de I’huile essentielle de pimpinella anisum

identifiés par CPG/SM.
a-pinéne 8,11 1,81
Camphéne 8,56 0,36
Cis-betaocimene 9,72 0,28
a-phellandréne 10,91 0,22
Limonéne 11,68 8,01
3-caréne 12,91 0,43
Fenchone 14,22 8,99
a-campholene 16,15 0,47
aldéhyde
Y-Elémene 18,1 0,11
Estragole 18,81 7,25
Tans-anéthol 20,33 55,44
Cis-Anéthol 21,60 0,18

4, Effet des deux pesticides sur la croissance ponderale des rats :

Le poids constitue un bon indicateur de la croissance des rats expérimentés. Les
résultats d’évaluation de la croissance en termes de gain de poids durant la période
d’expérimentation chez les différents groupes d’animaux exposés aux deux pesticides

sont illustrés par les figures 29 (1-2-3-4-5-6-7).
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4.1. Différence entre poids initial et final chez les différents groupes

expérimentaux :
Les expériences relatives a la croissance pondérale, permet d’évaluer ’effet des deux

pesticides sur I’évolution du poids corporel entre le début d’expérience et sa fin.

Le traitement statistique montre que le poids des rats témoins et témoins traités augmente
considérablement a partir du premier jour d’expérimentation jusqu'a la fin du traitement.

Par contre, on remarque une légére évolution du poids corporel des animaux exposés a
I’imidaclopride et au Formaldéhyde en comparant le poids initial et final enregistré.

Cependant, on remarque une diminution significative du poids corporel final des rats

exposés a I'IMD, Formyl et Formaldéhyde (fig. 29.1 - 29.2 - 29.3) par rapport aux rats
intoxiqués traités IMD-EAP (p<0.01); Formyl-EAP (p<0.05); Formaldéhyde-EAP
(p<0.01) respectivement et rats témoins (p<0.001).

300
250
200

150 M Poidsinitial

Poids (g)

100 M poids final

50

IMD IMD-EAP Témoin Temoin-EAP

Figure 28.1 : Différence entre poids initial et final chez les animaux exposés a I’IMD,
intoxiqués traités (IMD-EPA), témoins, témoins traités (EAP). Les valeurs sont

exprimées en moyenne = SEM (** : p<0.01 ; *** : p<0.001).
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300 -
250
200
150 M Poidsinitial
M poids final

Poids en (g)

100

50

Formyl Formyl-EAP  Témoin Temoin-EAP

Figure 28.2: Différence entre poids initial et final chez les animaux exposés au Formyl,
intoxiqués traités (Formyl-EPA), témoins, témoins traités (EAP). (* : p<0.05 ; *** :
p<0.001).

300 + e
250 ~

200 -

150 - M Poids initial

100 - Il poids final

Poids en (g)

50

FA FA-EAP Témoin Temoin-EAP

Figure 28.3 : Différence entre poids initial et final chez les animaux exposés au
Formaldéhyde (FA), intoxiqués traités (FA -EPA), témoins, témoins traités (EAP). (** :
p<0.01 ; *** : p<0.001).

4.2. Gains de poids :

Les donnés relatives montrent que I’exposition a 1’imidaclopride a raison 90 mg/kg
pendant une durée de 28 jours induit une baisse significative (p<0.001) dans le gain de
poids corporels chez les rats intoxiqués par rapport aux rats intoxiqueés traités et témoins.

Cependant, les résultats montrent une diminution significative (p<0.001) du gain de

poids chez les animaux intoxiqués traités par rapport aux animaux témoins traités.
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160
140
120
100
80
60
40
20

Gain de poids (g)

Groupes des rats

H IMD
M IMD-EAP
M Témoin

kM EAP

Figure 28.4: Evolution du gain de poids corporel chez les rats intoxiqué par I'IMD,

intoxiqués traités (IMD-EPA), témoins, témoins traités (EAP) (*** : p<0.001).

En revanche, les animaux exposés au Formyl ainsi que sa matiére active (FA)

présentent un gain de poids significativement inferieur a celui des animaux témoins,
témoins traités (p<0.001) et intoxiqués traités Formyl-EAP (p<0.001), FA-EAP (p<0.01)
respectivement. Ces méme résultats (fig. 29.4-29.5) montrent que le gain de poids chez

les groupes d’animaux qui ont subit que I’extrait aqueux de P.anisum L. est

significativement supérieur (p<0.001) a celui des groupes d’animaux intoXiqueés traités

(Formyl-EAP , FA-EAP).

Les résultats de 1’évaluation du gain de poids corporel chez les différents groupes

expérimentaux (fig.29.7) ne présentent aucune différence significative entre le groupe

d’animaux expos¢ au Formyl et le groupe d’animaux expos¢ a sa maticre active (FA).

160
140
120
100
80
60
40
20
0]

Gain de poids (g)

Groupes des rats

H Formyl
M Formyl-EAP
kM Témoin

ki Temoin-EAP

Figure 28.5 : Evolution du gain de poids corporel chez les rats intoxiqué par Formyl,

intoxiqués traités (Formyl-EPA), témoins, témoins traités (EAP). (*** : p<0.001).
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Figure 28.6 : Evolution du gain de poids corporel chez les rats intoxiqué par
Formaldéhyde (FA), intoxiqués traités (FA -EPA), témoins, témoins traités (EAP). (*** :
p<0.001 ; ** : p<0.01 ; *: p<0.05).

160 -
140
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H Formyl
100 4 HFA

80 i Formyl-EAP

Poids en (g)

60 - H FA-EAP

40 - kM Témoin

i Temoin-EAP
20

Groupes des rats

Figure 28.7 : Evolution du gain de poids corporel chez les différent groupes
expérimentaux ; rats intoxiqué par (Formyl) et (FA), intoxiques traités (Formyl -EPA) et
(FA-EPA), témoins, témoins traités (EAP).

5. Les tests neurocomportementaux :

5.1. Comportement de type dépressif (Test de la nage forcée) :

L’analyse statistique présente un temps d’immobilité (TIM) significativement
(p<0,001) supérieur chez les rats intoxiqués par I’imidaclopride (90 mg/ Kg) par rapport a
celui des rats témoins et les rats intoxiques traités. Les rats exposés a I’imidaclopride a la
dose de 90 mg /kg et traité par I’extrait aqueux (EAP) ont une augmentation significative

(p<0,001) du TIM par rapport a celui des rats témoins traités.

79 |



Résultats et interprétations

350

300

250

200

150

100

Temps d'immobilité (Sec)

50

&k k

Lots

H IMD
M IMD -EAP
M Témoin

W T-EA

Figure 29.1 : Le temps d’immobilité durant le test de la nage forcée des rats témoins,

témoins traités (EA), intoxiqués par I’imidaclopride (90 mg/ Kg) et intoxiqués traités.

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM. (*** : p<0.001).

Les résultats de la nage forcée montrent que le temps d’immobilité (TIM) des rats

exposés au pesticide (Formyl) et a son principe actif (formaldéhyde) durant les 6 min du

test, est élevé d’une manicre significative comparativement a celui des rats témoins

(p<0,001). Les donnés relatives montrent une augmentation significative du temps

d’immobilité chez les rats exposé au formaldéhyde par rapport aux rats intoxiqués traités

(p<0,001). Cependant, I’analyse statistique révele que durant ce test, le TIM des animaux

intoxiqués traités est significativement ¢élevé a celui des animaux traités par 1’extrait

d’anis (p<0,001).On remarque aussi une augmentation significative du (TIM) chez les

témoins traités par I’EAP (p<0,05) comparativement aux témoins.

400
350
300
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200
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M Témoin

L T-EAP

Figure 29.2: Le temps d’immobilité durant le test de la nage forcée des rats témoins,

témoins traités (EAP), intoxiques par Formyl (pesticide) (125 mg/ Kg) et intoxiqués

traités.Les valeurs sont exprimées en moyenne £SEM. (*** : p<0.001 ; * : p<0.05).
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Figure 29.3 : Comparaison du temps d’immobilité¢ durant le test FST entre les rats
témoins, intoxiqués formaldéhyde (principe actif), intoxiqué traités et témoins traités.
Les valeurs sont exprimées en moyenne £SEM. (*** : p<0.001 ; * : p<0.05).

5.2. Evaluation du comportement d’exploration : Test d’Open Field
L’exposition a I’imidaclopride provoque une réduction significative (p<<0.001) du
nombre de carreaux traversés, du nombre de redressement et une diminution significative
(p<0.01) dans le nombre de visite au centre avec une augmentation significative (p<0.01)
dans le nombre de défécations chez les rats intoxiqués comparativement aux rats témoins.
De plus, Les données obtenues montrent qu’il n’y a aucun changement significatif

dans le nombre de toilettage et le temps de latence entre tous les lots.

Tableau 09 : Effet de ’exposition a I’imidaclopride sur I’activité locomotrice (Test open
Field) les rats témoins, intoxiqués, et intoxiqués traités Les valeurs sont exprimées en
moyenne +SEM. (*** : p<0.001 ; ** : p<0.01).

Groupes | Tempsde | Nombre de | Nombre de | Redressem

latence carreaux carreaux ent Toilettage | Défécatio
traverses visités au n
centre

1,42 +0,71 | 72,85+13,78 | 0,42+0,29 | 9,57 1,34 | 6,57 1,26 | 4,28 0,74

IMD **k*k *% **kk **

IMD-

EAP 0,85 +0,55 | 100,42+6,82 | 1,28 +0,68 | 11,57 +1,39 | 6,14 +0,50 | 2,71+ 1,10

L 1,28 +0,74 | 161,28+ 7,99 | 6,71 +2,62 | 22,42+ 4,30 | 5,42+ 0,84 | 1,28+ 0,42
Témoins

EAP 1,71 +1,24 | 107,14 + 9,53 2+ 0,65 8,71+149 | 485+0,34| 2+0,65

**k*
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L’analyse statistique des résultats obtenus montre une baisse significative du
nombre des carreaux traversés chez les rats exposés au (Formyle, Formaldéhyde)
comparativement aux rats témoins (p<0,001) et une augmentation significative chez les
animaux témoins par rapport aux animaux traités par ’EAP (p<0,05). De méme,
I’administration par voie per os du pesticide et méme de sa maticre active seule provoque
chez les rats une diminution significative dans le nombre de visites au centre par rapport
aux rats traités par 'EAP et une réduction significative chez le lot traité par 'EAP
comparativement au lot non traité .De plus, Les données obtenues montrent une
diminution significative du nombre de redressement chez les deux lots intoxiqués
(Formyle, Formaldéhyde) (p<0,001) et le lot traité par extrait d’anis (p<0,05) par rapport
au lot témoin. Concernant le nombre de défécation les résultats révélent une élévation
significative chez les animaux exposes au formaldéhyde comparativement aux animaux
témoins et intoxiquée puis traités par EAP (p<0,001), (p<0,05) respectivement. Pour le
temps de latence et nombre de toilettage aucune différence significative n’a été

enregistrée.

Tableau 10 : Effet de ’exposition au Formyl (pesticide), formaldéhyde (principe actif)
(FA) sur I’activité locomotrice (Test open Field) chez les rats témoins, intoxiqués, et
intoxiques traités Les valeurs sont exprimées en moyenne +SEM (*** : p<0.001 ; ** :

p<0.01 ; * : p<0.05).

Nombre
Groupes | Tempsde | Nombre de de
latence carreaux carreaux | Redressem | Toilettage | Défécation
traverses visités au ent
centre
FA
92,85+10,80 | 0,57+ 0,29 | 9,28+ 2,40* 5,14+0,40
9,85+8,04 Fkk 6,57 £0,75 ool
FA-EAP | 2,28+1,30 | 113,42+10,12 | 1+0,43 9,28+1,06 | 6,14+0,40 | 2,42+0,81*
6 +0,53
Formyl | 0,85 +0,45 | 70,42+7,05 | 0,28+0,18 foleied 542+0,84 | 1,71+ 0,71
Formyl- | 1,28 £0,71 111,28 + 1,57 £0,75 | 6,71 +0,68 | 5,85+ 0,59 | 2,28+ 0,68
EAP 18,69
Témoins | 1,28 £0,74 | 161,28+ 7,99 | 6,71 £2,62 | 22,42+ 4,30 | 5,42 £0,84 | 1,28+ 0,42
* k% * *k*k
EAP 1,71+ 1,24 | 107,14+ 953 | 2+0,65 | 871+149 | 485+0,34 | 2+0,65

82 |




Résultats et interprétations

5.3. Apprentissage spatial

5.3.1. Labyrinthe de Barnes :
5.3.1.1.  La phase d’apprentissage :
e Le nombre d’erreur :

L’exposition a I’imidaclopride induit chez les rats au cours du premier, troisieme
et le cinquiéeme jour d’apprentissage une élévation significative (p<0.05; p<0.001;
p<0.001) respectivement du nombre d’erreurs comparativement aux rats témoins. De
méme, le groupe exposé a I’imidaclopride puis traités par 'EAP a un nombre d’erreur
significativement (p<0.001) diminué au cours du troisieme et cinquiéme jour par rapport
au groupe intoxiqué. Dans le méme contexte, les résultats relatifs a ce test ne présentent

aucune différence significative au cours du deuxiéme et quatriéme jour.

12
w10 A
= 8-
= 64 —4—IMD
5]
= —8—IMD-EAP
= 4
= Témoins
Z 2

e F AP
0 T T T T 1
J1 12 13 14 J5
Jours

Figure 30.1: Nombre total d'erreurs pour les rats témoins, témoins traités (EAP),
intoxiqués par I’'IMD et intoxiqués traités au cours de la phase d'acquisition. Les valeurs

sont exprimées en moyenne £SEM (*: p<0.05 ; *** : p<0.001).

e Le temps passeé avant de trouver la cible :

Au cours de la phase d’apprentissage, les animaux intoxiqués par ’imidaclopride
présentent un temps d’exploration avant de trouver la cible significativement (p<0.01 ;
p<0.001) supérieur a celui des animaux témoins. Par ailleurs, I'administration de ’EAP
aux animaux exposé¢s a 'IMD améliore de maniere significative leurs performances
d’apprentissage spatial comparées aux animaux intoxiqués non traités en termes de temps
de séjour avant de trouver la cible au cours du troisiéme, cinquiéme (p<0.001), et

quantieme jour (p<0.05).

83 |



Résultats et interprétations

200

180 - iy * % BT
160 -
140 -
120 -
100 -
80 -
60 -
40 -
20 -

=MD
== MD-EAP
Témoins

===FAP

Le temps passé avant de trouver
le trou cible (Sec)

J1 J2 J3 Ja J5

Jours

Figure 30.2 : Le temps pour atteindre le trou cible chez les rats témoins, témoins traités
(EAP), intoxiqués (90 mg/ Kg d’IMD) et intoxiqués traités au cours de la phase
d'acquisition. Les valeurs sont exprimées en moyenne +SEM (*: p<0.05 ; ** : p<0.01 ;
*** 1 p<0.001).

5.3.1.2. Le jour d’épreuve :
e Le temps passé avant de trouver la cible :

Le traitement statistique des données concernant la phase de mémorisation a
révélé que les rats exposés a ce pesticide ont un temps passé avant de trouver la cible
significativement (p<0.05 ; p<0.001) supérieure a celui du lot intoxiqué traité et témoin.
Tandis que, les rats témoins représentent une reduction significative (p<0.05) a celui des

rats traités a ’EAP.
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Figure 30.3: Le temps d’exploration pour atteindre le trou cible lors de I’épreuve
(sixiéme jours) chez les animaux témoins, témoins traités (EAP), intoxiqués (IMD) et
intoxiqués traités. Les valeurs sont exprimées en moyenne £SEM (* : p<0.05 ; *** :
p<0.001).
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e Le nombre d’erreur :

L’administration orale de ’extrait d’anis a entrainé une réduction significative
(p<0.001) du nombre d’erreurs chez le lot intoxiqué comparativement au lot intoxiqué
non traité. Dans le méme contexte, les animaux intoxiqués représentent un nombre

d’erreur significativement (p<0.01) important a celui des animaux témoins.
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Figure 30.4: Le nombre d’erreurs lors de 1’épreuve (sixiéme jours) chez les rats témoins,
témoins traités (EAP), intoxiqués (IMD) et intoxiqués traités. Les valeurs sont exprimées
en moyenne +SEM. (** : p<0.01 ; *** : p<0.001).

Les résultats que nous avons enregistrés durant les trois essais qui suivent
I’épreuve montrent une augmentation significative (p<0.001) du nombre d’erreurs chez le
groupe d’animaux exposé¢ a I’imidaclopride comparativement aux animaux du groupe

témoin et le groupe intoxiqué traité.
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Figure 30.5: Le nombre d’erreurs enregistrés au cours du sixiéme jour (les trois essais
qui suivent 1’épreuve) chez les rats témoins, témoins traités (EAP), intoxiqués (IMD) et
intoxiqués traités. Les valeurs sont exprimees en moyenne £SEM (*** : p<0.001).
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Les donnés relatives au temps d’exploration avant de trouver le trou cible
montrent une élévation significative (p<0.001) chez les rats exposés a I’imidaclopride

par rapport aux rats témoins et aux rats intoxiqués traités.
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Figure 30.6: Le temps d’exploration pour atteindre le trou cible au cours du sixieéme jour
(les trois essais qui suivent 1’épreuve) chez les sujets témoins, témoins traités (EAP),
intoxiqués d’IMD et intoxiqués traités. Les valeurs sont exprimées en moyenne +SEM

(*** : p<0.001).

5.3.2. La piscine de Morris :

e La phase d’apprentissage :

Durant le ler et le 4¢éme jour d’apprentissage aucun changement significatif n’a
été enregistré entre les différents groupes (p>0,05). D’autre part, le temps de latence a été
significativement (p < 0.05) accru au cours du 2eme et 3eme jour chez les rats exposés au
formaldéhyde comparativement aux rats non traités. Par ailleurs, une élévation
significative a été enregistrée en termes de temps de latence au cours du 2éme jour
d’acquisition chez le lot exposés au Formyl par rapport au lot témoins et le lot intoxiqué
traité (p < 0.05; p < 0.01) respectivement. Tandis que durant le ler, 3eme et le 4eme jour

aucune différence significative n’a été révélé (p>0,05).
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Figure 31.1 : Temps de latence durant la phase d’apprentissage de la piscine de Morris

chez les rats exposé au formyl (pesticide), les rats ttmoins, intoxiqués traités (Formyl-

EAP) et les témoins traités (EAP).Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM: Jr2 ;
**P <0.01(Formyl vs. Formyl-EAP) ;*P < 0.05 (témoin vs. Formyl).
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Figure 31.2: Temps de latence durant la phase d’apprentissage de la piscine de Morris
chez les rats exposé au Formaldéhyde (FA) (matiere active), les rats témoins, intoxiqués
traités (FA-EAP) et les témoins traités (EAP).Les valeurs sont exprimées en moyenne +

SEM: Jr2 et Jr3 ; *P < 0.05 (Témoin vs. FRD).

e Le probe test :

Pendant le probe test, les résultats enregistrés montrent que les rats intoxiqués
traités (Formyl-EAP et FA-EAP) passe plus de temps dans le quadrant nord ouest
(NO) par rapport aux rat traités par D’extrait d’anis (P<0.001; p=0.032)
respectivement. De méme, les rats intoxiqués (Formyl et FA) passent moins de temps

dans le quadrant (NO) comparativement aux rats témoins.
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Figure 31.3: Temps passé dans le cadrant (NO) durant le probe test par rats exposé au
formyl (pesticide), les rats témoins, intoxiqués traités (Formyl-EAP) et les témoins traités
(EAP). Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM : (*** : p<0.001).
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Figure 31.4: Temps passe dans le cadrant (NO) durant le probe test par les rats exposé au
Formaldéhyde (FA) (matiére active), les rats témoins, intoxiqués traités (FA-EAP) et les
témoins traités (EAP). Les valeurs sont exprimées en moyenne £ SEM :(*** : p<0.001 ;

* 1 p<0.05).
e Test de la plateforme visible

Pendant l'essai de la plateforme visible, les différents lots expérimentaux ne

présentent aucune différence significative en termes de temps de latence (p>0.05).
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Figure 31.5 : Temps de latence durant le test visible chez les rats exposé au formyl
(pesticide), les rats témoins, intoxiqués traités (Formyl-EAP) et les témoins traités (EAP).
Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM. Aucune différence significative n’est
observée entre les différents groupes p>0.05.
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Figure 31.6 : Temps de latence durant le test visible chez les rats exposé au
Formaldéhyde (FA) (matiére active), les rats témoins, intoxiqués traités (FA-EAP) et les
témoins traités (EAP). Les valeurs sont exprimées en moyenne £ SEM. Aucune

différence significative n’est observée entre les différents groupes p>0.05.
6. Le dosage de la glycemie

Afin de justifier le comportement anxieux des rats nous avons procéder a
déterminé le taux de glucose qui est un bon indicateur de stress. Les résultats montrent
une augmentation significative du taux de glucose sanguin chez les rats exposés a I'IMD
par rapport aux rats témoins (p < 0,01) et les rats intoxiqués traités (p < 0,05).En plus,
I’analyse statistique révele une élévation significative (p< 0,05) de la glycémie chez les
rats intoxiqués traités comparativement aux rats témoins traités (Fig.33.1).
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Figure 32.1: Comparaison de la glycémie entre les rats exposés a IMD, témoins, témoins
traités, et intoxiqués traités. Les valeurs sont exprimées en moyenne +SEM : (* :
p<0.05 ;** : p<0.01).

Les résultats du taux sérique de glucose montrent une élévation significative chez
les lots intoxiqués (Formyl et FA) comparativement aux lots témoins (P < 0.001),
Formyl-EAP (p<0.01) et FA-EAP (p<0.001).De plus, le lot intoxiques traités (Formyl-
EAP) présente un taux de glucose significativement plus important (p<0.01) que le lot
témoin traité (EAP).
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Figure 32.2 : Comparaison de la glycémie entre les rats exposés au Formyl, témoins,
témoins traités, et intoxiqués traités. Les valeurs sont exprimées en moyenne +SEM
(** : p<0.01 ; ***: p<0.001).
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Figure 32.3 : Comparaison de la glycémie entre les rats exposés au Formaldéhyde,
témoins, témoins traités, et intoxiqués traités. Les valeurs sont exprimées en moyenne
+SEM : (*** : p<0.01).

7. Estimation du poids des organes des deux pesticides :

7.1. Evaluation du poids cérébral

Les résultats obtenus ne présentent aucune différence significative (p>0.05) du
poids cérébral chez les différents groupes expérimentaux en comparaison avec les

groupes témoins et témoins traités.
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Figure 33.1 : Evaluation du poids cérébral chez les lots expérimentaux. Les valeurs sont
exprimées en moyenne = SEM. Aucune différence significative n’est observée entre les

différents groupes p>0.05.
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Figure 33.2: Evaluation du poids cérébral chez les rats témoins, témoins traités (EAP),
intoxiqués par Formy! (pesticide) (125 mg/ Kg) et intoxiques traités. Les valeurs sont
exprimées en moyenne +SEM (p>0.05).
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Figure 33.3: Evaluation du poids cérébral chez les rats témoins, témoins traités (EAP),
intoxiqueés par formaldéhyde et intoxiqués traités. Les valeurs sont exprimées en
moyenne +SEM (p>0.05).

7.2. Evaluation du poids du foie
Le poids du foie des animaux intoxiqué (IMD) et intoxiqués traiter (IMD-EAP)
est significativement important par rapport a celui des animaux témoins et témoins
traités (p<0,001).
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Figure 33.4 : Evaluation du poids du foie chez les lots expérimentaux. Les valeurs sont
exprimées en moyenne + SEM. Les valeurs sont exprimées en moyenne +SEM (*** :
p<0,001).

Les résultats trouvés révelent également une augmentation significative du poids
du foie chez les rats exposés au pesticide (formyl) et méme a sa matiére active
(formaldéhyde) par rapport aux rats témoins (p<0,05), (p<0,001) respectivement. De
méme, le poids hépatique une élévation significative (p<0,001) chez les animaux
intoxiqué par formaldéhyde puis traités par 1’extrait par rapport aux animaux traités
(EAP).
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Figure 33.5 : Evaluation du poids du foie chez les animaux témoins, témoins traités
(EAP), intoxiqués par Formyl et intoxiqués traités. Les valeurs sont exprimées en
moyenne +SEM (* : p<0.05).
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Figure 33.6: Evaluation du poids du foie chez les animaux témoins, témoins traités
(EAP), intoxiqués par formaldéhyde et intoxiqués traités. Les valeurs sont exprimées en
moyenne +SEM. (*** : p<0.001).

7.3. Evaluation du poids rénal
L’analyse statistique de ces résultats montre une élévation significative du poids
rénal chez le lot intoxiqué a I'IMD et intoxiqué traité par rapport a lot témoin et témoin

traité (p<0,001), (p<0,05) respectivement
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Figure 33.7: Evaluation du poids rénal chez les lots expérimentaux

Les valeurs sont exprimées au moyenne £ SEM (* : p<0,05), (*** : p<0,001).

De plus, les donnés relatives au poids de cet organe montrent une élévation
significative chez les lots intoxiqués au Formyl (p<0,001) et au formaldéhyde (p<0,01)
comparativement au lot témoins. Le poids des reins est significativement plus important
chez les rats intoxiqués traités (Formyl-EAP, FA-EAP) par rapport aux rats témoins

traités (p<0,05), (p<0,01) respectivement.
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Figure 33.8 : Evaluation du poids rénal chez les lots intoxiqués par Formyl, intoxiqués
traités, témoins et témoins traités (EAP). Les valeurs sont exprimées en moyenne +SEM.
(*** : p<0.001 ; * : p<0.05).
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Figure 33.9 : Evaluation du poids rénal chez les lots intoxiqués par formaldehyde,
intoxiques traités, témoins, témoins traités (EAP). Les valeurs sont exprimées en
moyenne £SEM. (** : p<0.01).

8. Fonction rénale :

8.1. Dosage de ’urée et créatinine :

L’analyse biochimique du plasma a la fin de I’expérimentation montre une
¢lévation significative de 1'urée et la créatinine chez les rats exposés a I'IMD en
comparaison avec les rats temoins (P < 0.05), (P < 0.01) respectivement. Par ailleurs, le
dosage de la créatinine chez les rats exposés a 'IMD et traiter par ’extrait de I’anis est

significativement supérieur a celui des rats témoins traités (P < 0.001).
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Figure 34.1: Effet de ’'IMD sur le taux de 1’urée chez les quatre groupes expérimentaux.

Les valeurs sont exprimées en moyenne +SEM :(* : p<0.05).
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Figure 34.2: Effet de 'IMD sur le taux de la créatinine chez les quatre groupes
expérimentaux. Les valeurs sont exprimées en moyenne £SEM : (** : p<0.01 ;*** :
p<0.001).

L’exposition au Formyl et Formaldéhyde provoque une augmentation
significative du taux de I’'urée sanguin chez les groupes intoxiqués par rapport aux groupe

témoin (P < 0.01 ; P <0.05) et le groupe intoxique traité (P < 0.01) respectivement.
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Figure 34.3: Effet du Formyl sur le taux de 1'urée chez les quatre groupes
expérimentaux. Les valeurs sont exprimées en moyenne +SEM : (** : p<0.01).
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Figure 34.4: Effet du Formaldéhyde sur le taux de 1’urée chez les quatre groupes
expérimentaux. Les valeurs sont exprimées en moyenne £SEM : (*: p<0.05 ; ** :
p<0.01).

Le taux de la créatinine des animaux intoxiqués (Formyl et FA) est
significativement supérieur (P < 0.001) a celui des animaux témoins et les animaux
intoxiqués traités. De plus, le taux de la créatinine chez les rats intoxiqués traités
(Formyl-EAP, FA-EAP) est significativement élevé comparativement aux rats témoins
traités (P < 0.001).
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Figure 34.5 : Effet du Formyl sur le taux de la créatinine chez les quatre groupes

expérimentaux. Les valeurs sont exprimées en moyenne £SEM : (*** : p<0.001).
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Figure 34.6 : Effet du Formaldéhyde sur le taux de la créatinine chez les quatre groupes

expérimentaux. Les valeurs sont exprimées en moyenne £SEM : (*** : p<0.001).

8.2. L’effet de ’imidaclopride et formaldéhyde sur ’architecture structurale

des reins :

Les coupes histologiques au niveau du cortex rénal des rats intoxiqués par
I’imidaclopride montrent une altération tissulaire avec dilatation tubulaire, une légere
dégénérescence et la présence des foyers d’hémorragie due a I’éclatement des veines
(fig.35.1. (A), (B)).

Le traitement des rats exposes a I'IMD avec I’extrait aqueux de pimpinella
anisium (IMDT) ne présente aucune désorganisation tissulaire (fig. 35.2(C), (D)).

Cependant, I’étude histo-pathologique des tissus rénaux des animaux exposés au
formyl a montré une légére dilatation tubulaire (fig.35.3. (E)), par contre chez les
animaux exposés a sa matiére active (FA) présente une hypertrophie des cellules
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tubulaires de sorte que les tubes rénaux apparaitront dépourvus de lumiere tubulaire (fig.
35.4. (F)).

Dans le méme contexte, le groupe de rats intoxiqués par formyl ou par le
formaldéhyde et traités par P’EAP montrent une organisation tubulaire normale avec
I’apparition de quelques cellules inflammatoire (déclanchement de systeme de défense)
(fig. 35.5. (G), (H)).

Les coupes histologiques des rats témoins (fig. 35.6. (1), (J)) et témoins traités

(fig. 35.7 (K)) montrent une structure normale des tubes rénaux et glomérules.

¥ o Al “‘/!'* % e, {4 s o L e

Figure 35.1: Section tissulaire issue du cortex rénal des rats intoxiqués (IMD).A : une
dilatation tubulaire (DT) (fléches noirs), des foyers d’hémorragie (H) (étoile a 4
branches).B: une congestion (chevron rouge) et une légére dégénérescence; Coloration

éosine hématoxyline/Grossissement (X40).
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Figure 35.2 : Section tissulaire issue du cortex rénal des rats intoxique traité (IMDT);
Coloration éosine hématoxyline/Grossissement (C) : (X 10), (D) : (X40).
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Figure 35.3 : Capture histologique d’une section du cortex rénal issu des animaux
intoxiqués au formyl (E) et au formaldéhyde (F). (E) : montre une légere dilatation
tubulaire (rectangle rouge). (F) : montre une hypertrophie des cellules de tubes rénaux

(rectangle noir) ; Coloration éosine hématoxyline/Gr

ossissement (X10).
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Figure 35.4 : Capture histologique d’une section du cortex rénal issu des animaux
intoxiqués traités (formyl-EAP) (G) et (FA-EAP) (H). Les deux coupes histologique (G)
et (H) montrent une structure normale du parenchyme rénal avec une infiltration des
cellules inflammatoires; Coloration éosine hématoxyline/Grossissement (X10).
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Figure 35.5: Capture histologique d’une section du cortex rénal issu des rats témoins;
(1) : une architecture normale du parenchyme rénal ; (TCD) : tubule contourné distal,

(TDP) : tubule contourné proximal, (Glom) : glomérule (Gr X20). (J) : Est un zoom de

¥
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la coupe histologique (1), elle montre une structure glomeérulaire normale (Gr X100);
Coloration éosine hématoxyline.

organisation normale des cellules rénales (Gr X40) ; Coloration éosine
hématoxyline/Grossissement (X40).

9. Exploration de la fonction hépatique
9.1. Dosage des enzymes hépatiques (ASAT, ALAT, PAL) :

L’exposition a I'IMD pendant 28 jours a provoqué une augmentation
significative de I’alanine aminotransferase (ALAT), I’aspartate aminotransférase (ASAT)
et la phosphatase alcaline (PAL) chez les animaux intoxiqué comparativement aux
animaux témoins et les animaux intoxiqués traités (P< 0.001).Cependant, le lot intoxiqué
traité présente un taux d’ASAT significativement plus important que celui du lot témoin

traité (P < 0.01).
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Figure 36.1 : Effet de 'IMD sur le taux de I’aspartate aminotransférase (ASAT) chez les
différents groupes expérimentaux. Les valeurs sont exprimées en moyenne £SEM : (** :
p<0.01 ; *** : p<0.001).
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Figure 36.2: Effet de I’'IMD sur le taux de I’alanine aminotransferase (ALAT) chez les
différents groupes expérimentaux. Les valeurs sont exprimées en moyenne +SEM : (*** :

p<0.001).
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Figure 36.3 : Effet de I’'IMD sur le taux de phosphatase alcaline (PAL) chez les
différents groupes expérimentaux. Les valeurs sont exprimées en moyenne £SEM : (*** :
p<0.001).

Le dosage des transaminases et phosphatase alcaline a enregistré une
augmentation significative du taux de ’ASAT, ALAT, PAL chez les lots intoxiques
(Formyl et FA) par rapport aux lots témoin et intoxiques traités (P <
0.001).L’administration de I’extrait aqueux de pimpinella anisium a amélioré d’une
maniére significative le taux sanguin de I’ASAT (P < 0.001), ALAT (P < 0.05) et PAL (P

< 0.01) chez les rats exposés au pesticide « Formyl » par rapport aux rats témoins traités.
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Figure 36.4: Effet du pesticide Formyl sur le taux de I’aspartate aminotransférase
(ASAT) chez les différents groupes expérimentaux. Les valeurs sont exprimées en
moyenne +SEM : (*** : p<0.001).
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Figure 36.5 : Effet du pesticide Formaldéhyde sur le taux de ’aspartate
aminotransférase (ASAT) chez les différents groupes expérimentaux. Les valeurs sont
exprimées en moyenne £SEM : (*** : p<0.001).
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Figure 36.6 : Effet de Formyl sur le taux de I’alanine amino transferase (ALAT) chez les
différents groupes expérimentaux. Les valeurs sont exprimées en moyenne £SEM : (*** :
p<0.001 ; * : p<0.05).
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Figure 36.7 : Effet de Formaldéhyde sur le taux de (ALAT) chez les différents groupes
expérimentaux. Les valeurs sont exprimées en moyenne £SEM : (*** : p<0.001).
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Figure 36.8: Effet de Formyl sur le taux (PAL) chez les différents groupes
expérimentaux. Les valeurs sont exprimées en moyenne £SEM : (*** : p<0.001 ; ** :
p<0.01).
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Figure 36.9: Effet de Formaldéhyde sur le taux de (PAL) chez les différents groupes

expérimentaux. Les valeurs sont exprimées en moyenne +SEM : (*** : p<0.001).
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9.2. L’effet de ’imidaclopride et formaldéhyde sur I’architecture structurale
du foie :

L’étude histologique des tissus hépatiques des rats témoins et des rats traités par
I’extrait d’anis montre une architecture et une histologie normale, contenant des
hépatocytes de forme habituelle, ainsi que la présence de quelques cellules Kupffer dans
les sinusoides éparpillés dans tous les tissus (fig .37.5(I'),(J)).

Par ailleurs, I’observation microscopique des tissus hépatiques des rats intoxiqués
par 'IMD avec une dose de 90 mg/kg (fig.37.1(A"), (B’)) montre une dilatation et une
congestion des capillaires sinusoides, une éosinophilie et clarification et/ou vacuolisation
cytoplasmique de certain hépatocytes, en plus d’une pycnose et une nécrose
hépatocytaire.

Dans le méme contexte, le groupe d’animaux intoxiqués par I’'IMD et traités par
I’extrait d’anis présente un tissu hépatique avec une organisation cellulaire semblable a
celle du tissu hépatique de groupe d’animaux témoins (fig.37.2 (C')).

En revanche, les coupes histologiques du foie des rats exposés au formyl et au
formaldéhyde (125 mg/kg), montrent la présence des noyaux pycnotiques, une necrose
partielle, une éosinophilie, ainsi qu’une congestion des capillaires sinusoides (fig .37.3).
L’observation microscopique montre aussi une clarification de certains hépatocytes chez
les rats exposés au formyl (fig .37.3 (D’)) et une hyperplasie des cellules de kupffer chez
les rats exposés a sa substance active (formaldéhyde) (fig.37.3(E’),(F")).

Cependant, la structure histologique de sections issues du foie du groupe Formyl-
EAP a montré un arrangement normal proche a celui des rats témoins et des rats témoins
traités avec diminution du nombre de cellules pycnotiques et 1’apparition des cellules de
Kupffer (fig.37.4 (G’)). Ces derniers sont des macrophages, leur augmentation est un
signe d’une réaction inflammatoire. Ainsi chez le groupe FA-EAP, I’arrangement des

cellules hépatiques a été normal sans aucun dommage tissulaire (fig.37.4 (H')).
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Figure 37.1 : Coupes histologiques du tissu hépatique des rats exposés a I'IMD. A’ : une

dilatation des capillaires sanguins (D) (fleches rouges), une clarification de certain
hépatocytes (rectangle jaune), des noyaux pycnotiques (p) (fleches noires) et une nécrose
hépatocytaire (N) (cercles noirs). B’ : une éosinophilie cellulaire (cercles rouges).
Coloration éosine hématoxyline/Grossissement (X40).

Figure 37.2 : Coupe histologique du tissu hépatique des animaux intoxiqués traités

(IMD-EPA). C': une légére congestion (chevron rouge) ; Coloration éosine

hématoxyline/Grossissement (X40).
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Figure 37.3 : Coupe histologiques du tissu hépatique des rats intoxiqués au formyl (D")

et au formaldéhyde (E’, F’). Les coupes (D', E’, F’) montrent une pycnose (fleches
noirs), nécrose partielle (cercles noir), congestion des capillaires sinusoides (chevron
rouge), une éosinophilie (E) (cercle rouge). (D) : Clarification (rectangle jaune). (E’,
F’) : hyperplasie des cellules de kupffer (rectangle vert a coins arrondies) ; Coloration

éosine hématoxyline/Grossissement (X40).

Figure 37.4: Capture histologique d’une section du tissu hépatique issu des animaux
intoxiqués traités (formyl-EAP) (G') (Gr X40) et (FA-EAP) (H') (Gr X10). (G") :

structure histologique normale avec prolifération de cellules de kupffer. (H’) : une

organisation cellulaire normale ; Coloration éosine hématoxyline.
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Figure 37.5: Capture histologique d’une section du tissu hépatique issu des animaux

témoins (I') (Gr X40) et témoins traités (J’) (Gr X10). (1): Hépatocytes, (2) : sinusoides,

(3) : cellules de kupffer ; Coloration éosine hématoxyline.

10. Les parametres hématologiques :

La détermination des paramétres hématologiques (FNS) a révélé une baisse
significative du taux des érythrocytes (P < 0.001), hémoglobine (P < 0.001), et
d’hématocrite (P < 0.05) chez les rats exposés a 'IMD comparés aux rats témoins.
L’administration de I’extrait d’anis aux animaux intoxiqués a augmenté d’une maniére
significative le taux d’érythrocytes et d’hémoglobine par rapport aux animaux intoxiqués
(P < 0.001; P < 0.01) respectivement. L’analyse statistique a révélé une baisse
significative d’hémoglobine chez les rats intoxiqués traités comparativement aux rats

témoins traités (P < 0.001).
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Figure 38.1: Effet de I'IMD sur le taux d’érythrocytes chez les différents groupes
expérimentaux. Les valeurs sont exprimées en moyenne +SEM : (*** : p<0.001).
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Figure 38.2 : Effet de I'IMD sur le taux d’hémoglobine chez les différents groupes
expérimentaux. Les valeurs sont exprimées en moyenne £SEM : (** : p<0.01 ;*** :
p<0.001).
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Figure 38.3: Effet de I'IMD sur le taux d’hématocrite chez les différents groupes

expérimentaux. Les valeurs sont exprimées en moyenne £SEM : (* : p<0.05).

En revanche, le taux des leucocytes est significativement supérieur (P < 0.01)
chez les rats intoxiqués par rapport aux rats témoins et intoxiqués traités. De méme, le
groupe des rats intoxiqués a un taux des thrombocytes significativement réduit par

rapport au groupe des rats témoins (P < 0.001) et intoxiqués traités (P < 0.05).
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Figure 38.4 : Effet de I'IMD sur le taux des leucocytes chez les différents groupes

expérimentaux. Les valeurs sont exprimées en moyenne +SEM : (** : p<0.01).
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Figure 38.5: Effet de 'IMD sur le taux des thrombocytes chez les différents groupes
expérimentaux. Les valeurs sont exprimées en moyenne £SEM : (* : p<0.05 ;*** :
p<0.001).

Les analyses hématologiques montrent que les rats exposeés au pesticide
« Formyl » et son principe actif ont un taux d’érythrocytes, d’hémoglobine et
d’hématocrite significativement réduit a celui des rats témoins (P < 0.001, P <0.001, P
< 0.01) et les rats intoxiqués traités (P < 0.001 ; P> 0.05), (P <0.05,P <0.001), (P <
0.01 , P < 0.05) respectivement. De méme, le groupe témoin traité présente un taux
d’érythrocytes (P < 0.001, P < 0.05), d’hémoglobine (P < 0.01 , P> 0.05)
significativement élevé a celui des groupes intoxiqués traités (Formyl-EAP, FA-EAP)

respectivement.
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Figure 39.1: Effet de Formyl sur le taux d’érythrocytes chez les différents
groupes expérimentaux. Les valeurs sont exprimées en moyenne £SEM : (*** : p<0.001).
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Figure 39.2 : Effet de Formaldéhyde sur le taux d’érythrocytes chez les différents
groupes expérimentaux. Les valeurs sont exprimées en moyenne +SEM : (* :
p<0.05 ;*** : p<0.001).
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Figure 39.3: Effet de Formyl sur le taux d’hémoglobine chez les différents groupes
expérimentaux. Les valeurs sont exprimées en moyenne +SEM : (* : p<0.05 ; ** :
p<0.01 ; *** : p<0.001).
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Figure 39.4: Effet de Formaldéhyde sur le taux d’hémoglobine chez les différents
groupes expérimentaux. Les valeurs sont exprimées en moyenne +SEM : (*** : p<0.001).
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Figure 39.5: Effet de Formyl sur le taux d’hématocrite chez les différents groupes

expérimentaux. Les valeurs sont exprimées en moyenne £SEM : (**: p<0.01).
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Figure 39.6 : Effet de Formaldéhyde sur le taux d’hématocrite chez les différents
groupes expérimentaux. Les valeurs sont exprimées en moyenne +SEM : (* : p<0.05 ;
**: p<0.01).
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Néanmoins, le taux des leucocytes a enregistré une réduction significative chez les
rats intoxiqués au Formyl et au FA (P < 0.05, P < 0.01) rapport aux rats témoins
respectivement. L’administration de I’extrait d’anis a réduit d’une maniére significative le
taux des leucocytes chez les rats intoxiqués Formyl-EAP (P <0.01), FA-EAP (P < 0.05)
comparativement aux rats témoins traités respectivement. En plus, les animaux exposé au
Formyl présentent un taux de leucocytes significativement élevé par rapport aux animaux

intoxiqués traités (P <0.05).
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Figure 39.7: Effet de Formyl sur le taux des leucocytes chez les différents groupes
expérimentaux. Les valeurs sont exprimées en moyenne +SEM : (* : p<0.05 ; ** :

p<0.01).
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Figure 39.8 : Effet de Formaldéhyde sur le taux des leucocytes chez les différents
groupes expérimentaux. Les valeurs sont exprimées en moyenne +SEM : (* : p<0.05 ;
**: p<0.01).
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Les résultats montrent également une réduction non significative/significative du
taux des thrombocytes chez les rats intoxiqués au Formyl (P < 0.05) et au FA (P < 0.001)
par rapport aux rats témoins. Cependant, I’analyse statistique de ces résultats montre une
augmentation non significative/ significative du taux sérique des thrombocytes chez le
groupe d’animaux intoxiques traités Formyl-EAP (P> 0.05), FA-EAP (P < 0.01)

comparativement au groupe d’animaux intoxiqué respectivement.
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Figure 39.9 : Effet du Formyl sur le taux des thrombocytes chez les différents groupes

expérimentaux. Les valeurs sont exprimées en moyenne £SEM : (* : p<0.05).

700000 -
600000 -
500000 -
MFA
l"E" 400000 -
£ E FA-EAP
< 300000 -
I Témoins
200000 -
LI EAP
100000 -
0 .
Thrombocytes

Figure 39.10 : Effet du Formaldéhyde sur le taux des thrombocytes chez les
différents groupes expérimentaux. Les valeurs sont exprimées en moyenne £SEM : (** :
p<0.01; ***: p<0.001).
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11. Exploration de la fonction cérébrale :

11.1. L’effet de ’imidaclopride et du formaldéhyde sur I’architecture structurale

du cerveau :

L’exposition a 'IMD avec une dose de 90 mg/kg durant 28 jours a causé une
dégénérescence de certaines cellules nerveuses, une gliose ainsi qu’une vacuolisation
pluricellulaire (fig .40.1 (a)).

Concernant les coupes histologiques issues des rats exposés au formyl, on a
observe une prolifération des cellules gliales (une gliose) (fig.40.1 (c)).

De plus, il a été observé chez les rats exposés au FA des régions dans le cerveau

ayant une gliose ainsi qu’une nécrose de certains neurones (fig.40.1 (e)).
De méme, le traitement par ’extrait aqueux d’anis chez les animaux intoxiqués (IMD-
EAP, Formyl-EAP et FA-EAP) a résulté a une atténuation des phénoménes précédents et
montre une architecture structurale normale semblable a celle du tissu cérébral des
animaux témoins.

Cependant, le cortex cérébral des rats témoins et des rats qui ont subit un
traitement avec 1’extrait d’anis est apparu avec une architecture et une organisation
cellulaire normale (fig .40.1. b), (d), (f)).

D’une autre part, I’ensemble des coupes histologiques réalisées au niveau du
cervelet chez les rats expoxeés a I'IMD (a’), au formyl (¢’), ou au FA (e’) montrent une
altération des cellules de purkinje (nécrose) (fig.40.2 (a’), (c"), (¢')), par contre, les rats
intoxiqués a ces pesticides et traités par ’EAP montrent une atténuation de ce phénomeéne
(fig.40.2(b"),(d"),(1)).

Par ailleurs, 1’observation microscopique des sections tissulaires issues du
cervelet des rats témoins et des rats témoins traités montre une organisation normale de
cellules de purkinje (fig.40.2(g),(h)).

115 |



Résultats et interprétations

Figure 40.1 : Section tissulaire issue du cortex cérébrale des animaux intoxiqués par
I’'IMD (a), au formy!l (c), au formaldéhyde (e), des animaux intoxiqués traités (IMD-
EAP) (b), (formyl-EAP) (d), (FA-EAP) (f), et des animaux témoins (g), témoins traités

(h); Coloration éosine hématoxyline/Grossissement ( X40).
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Figure 40.2 : Section tissulaire issue du cervelet des rats exposés a I'IMD (a’), au formyl
(¢"), au formaldéhyde (e’), rats intoxiqués traites (IMD-EAP) (b’), (formyl-EAP) (d'),
(FA-EAP) ("), et rats témoins (g), témoins traités (Gr X10) (h’). ((a"), (c"), (¢’)) : une
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altération des cellules de purkinje. ((b"),(d"),(f"),(g"),(h")) : organisation cellulaire
normale. (g"),(h") :cellule de purkinje (fleches rouges) ; Coloration éosine
hématoxyline/Grossissement ( X40).

11.2. Les résultats du dosage des deux pesticides au niveau cérébral et hépatique par

(HPLC) :

> Imidaclopride

Les résultats obtenus concernant le dosage de I'IMD au niveau cérébral et hépatique
montrent une ¢lévation du taux de I'IMD chez les rats intoxiqués par rapport aux rats

témoins et intoxiqués traités.

Tableau 11: Dosage de I’imidaclopride au niveau cérébral par Chromatographie en

phase liquide a haute performance (HPLC).

Groupes Concentration pg,g*

Témoin
IMD
IMD-EAP

Tableau 12 : le dosage de I’imidaclopride au niveau hépatique par Chromatographie en

phase liquide a haute performance (HPLC).

Groupes Concentration pg,g*

Témoin

IMD
IMD-EAP

» Formaldéhyde
Le dosage cérébral et hépatique du Formaldéhyde a permis d’enregistré une

augmentation importante de la concentration de cette matiere active chez les rats

intoxiqués par rapport aux rats témoins et intoxiqués traités.
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Tableau 13 : Dosage du Formaldéhyde au niveau cérébral par Chromatographie en phase
liquide a haute performance (HPLC).

Groupes Concentration pg,g*

Tableau 14 : Dosage du Formaldéhyde au niveau hépatique par Chromatographie en
phase liquide a haute performance (HPLC).

Groupes Concentration pg,g*

Témoin

FA
FA-EAP
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L’exposition aux pesticides en fonction de leurs propriétés, de la dose et des voies
d’entrée peut avoir des effets néfastes pour I’organisme. Ils peuvent provoquer des
perturbations endocriniennes, neurologiques, influencer sur le systéme immunitaire, la
reproduction et le développement (Lushchak et al., 2018). Les résidus de pollution par les
pesticides sont devenus des risques de plus en plus courants pour la santé au cours des
derniéres décennies en raison de la large utilisation des pesticides (Yuan., 2019).

L'imidaclopride (IMD) est un insecticide appartenant a une nouvelle famille de
composés, les néonicotinoides, utilisé dans un large éventail d'activités agricoles dans le
monde. Cependant, il en résulte des perturbations de I'écosysteme et des signes de toxicité
chez 'homme et les animaux. Le principal site d'action de I’imidaclopride est le systéme
nerveux (Garcia et al., 2018) . Ce pesticide a montré des effets neurologiques, des troubles
neurocomportementaux (Lonare et al., 2014) .

Le formaldéhyde (FA) est I'un des polluants les plus importants de la planete (Yu et
al., 2019). Le FA est un produit chimique toxique tres reactif. Les propriétés physiques telles
que l'incolorité et la solubilité dans I’eau le rendent plus dangereux (Gerin et al., 2016). 1l a
des effets cancérigenes sur la peau, les yeux, le systéme nerveux central, le tractus gastro-
intestinal, et un effet reprotoxique (Ozmen et al., 2013).

L'anis (Pimpinella anisum L.) qui appartient a la famille des Apiaceae est l'une des
plus anciennes herbes médicinales et plantes a épices largement utilisées (Mosavat et al.,
2019). Des études phytochimiques conduits sur des extraits d’anis ont indiqué la présence de
divers constituants phytosanitaires, qui sont en réalité responsables de 1’action
pharmacologique de la plante (Mushtagq et al., 2019).

Notre travail consiste d’un coté a étudier la toxicité de deux pesticides
« imidaclopride » et « Formaldéhyde » ; parmi les pesticides les plus largement utilisés en
Algérie, et d’un autre coté évaluer I’effet thérapeutique de 1’extrait aqueux de Pimpinella

anisum L.vis a vis de cette intoxication chez des rats males adultes de la souche wistar.

1. Détermination de la composition chimique d’extrait / ’huile essentielle de Pimpinella

anisum par Etude phytochimique /CPG/MS :

Les résultats expérimentaux des tests phytochimiques effectués sur ’extrait aqueux de
Pimpinella anisum L. ont révélé la présence : Tanins, Flavonoides (composé polyphénoligque),
Anthocyanes, Coumarines, Alcaloides, Stérols, et 1’absence de certain composés a savoir :

Saponosides, Composés réducteurs, Amidon. Ces tests qualitatifs sont en accord avec ceux de
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(Aiswarya at al., 2017) qui ont révélé la présence de composés polyphénoliques tels que les
flavonoides, les tanins ainsi que I’acides phénoliques. Celles-ci sont tres vitales pour les
activités de piégeage des radicaux libres et antioxydantes des plantes, car elles agissent en tant
que donneurs d'hydrogene et neutralisent ainsi les radicaux libres (Aiswarya at al., 2017).

D’aprés Bekara et al. (2015), le sceerning primitif des composes bioactifs dans
I’extrait aqueux de Pimpinella anisum L. a révélé la présence des polyphénols, flavonoides,
Tanins et les alcaloides avec 1’absence des résines, saponins et les composés stéroides. La
quantité¢ des composés phénoliques et des flavonoides des extraits de plantes varie d’une
plante a I’autre, cela est probablement dii a la localisation géographique, la saison de récolte,
les conditions climatiques et environnementales, la maturité de la plante et la durée de
conservation (Gheffour et al., 2015). Il a été constaté que les graines d'anis possedent une
puissante activité antioxydante. De nombreux composés polyphénoliques ont ete détectes
dans des extraits d'espéces d'anis differentes. Les composes polyphénoliques sont de bons
exemples d'agents antioxydants ayant différentes caractéristiques dans les systémes
biologiques, par lesquels ils exercent leurs propriétés protectrices (Jamshidzadeh et al.,
2015). Selon (zZhou et al., 2001 ; Mushtaq et al.,2019) les flavonoides sont présents en
abondance dans I’extrait aqueux d’anis, qui est considéré comme une source puissante
d'activité antioxydante. Ils sont censés protéeger 'ADN des dommages causés par les
substances oxydantes.

Cependant, I’analyse chromatographique en phase gazeuse a permis d’identifié 12
composants a savoir : l'a-pinene, camphene, Cis-betaociméne, a-phellandréne, limonéne, 3-
caréne, Fenchone, a-campholéne aldéhyde, Y-Eléméne, Estragole, Tans-anéthol, Cis-Anéthol,
dont le trans-anéthol est le composant majoritaire (55,44 %). Ces résultats concordent avec
celles trouvés par Foroughi et al., (2016) qui ont identifié 1’huile essentielle de P. anisum a
l'aide d'un chromatographe en masse en phase gazeuse, et confirmé la présence I'a-pinene,
limonéne , fenchone, cis-anéthole et le trans-anéthole. Plusieurs études se sont mise d’accord
pour la substance la plus trouvée dans cette 1’huile est le trans-anéthole (Foroughi et al.,
2016 ; Al-Shammari et al., 2017 ; Darici et al., 2019 ; Mohammed, 2019). Les isomeres
cis et trans sont tous deux présents dans la nature, lI'isomére trans étant toujours le plus
abondant (Foroughi et al., 2016).
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2. Effets des deux pesticides et I’extrait aqueux de Pimpinella anisum L. sur la

croissance pondeérale et le poids des organes :

Il est évident que la surveillance du poids corporel et le poids des organes fournit des
informations sur le niveau de santé des animaux, ce qui peut également étre une interprétation
importante des effets sur la métabolisation et le fonctionnement des différents organes.

L’exposition a I’imidaclopride a permis d’observer chez les groupes des rats
intoxiqués une baisse significative dans le gain de poids corporel par rapport aux rats témoins,
ainsi qu’une augmentions dans le poids du foie et des reins ce qui est en faveur d’une
perturbation dans leurs fonctionnements respectifs. Néanmoins, le poids du cerveau n’a
enregistré aucun changement significatif. Ces résultats sont en accord avec ceux apportés par
beaucoup de travaux des autres chercheurs (Bhardwaj et al., 2010 ; Soujanya et al., 2013 ;
Lonare et al., 2014 ; Mohamed et al., 2017) qui ont suggéré que I''MD induit une réduction
significative du gain de poids corporel chez le rat. De la méme maniere, une étude récente
(Devan et al,. 2015) a montré une reduction significative du gain de poids corporel chez les
deux sexes a une dose ¢levée d’acrylamide , un néonicotinoide. Cette diminution du poids est
liée a la réduction de la prise alimentaire. Werner et al. (2010) ont rapporté que la réduction
de la consommation d'aliments pouvait étre due aux effets répulsifs des pesticides. D’autre
part, les résultats obtenus ne sont pas en accord avec les travaux de (Ince et al., 2013 ; Vohra
et al., 2014 ; Chakroun, et al., 2017) qui ont indiqué que le traitement par I’'IMD n’entraine
aucun changement significatif dans la prise de poids corporel.

Cependant, I’augmentation du poids du foie pourrait étre due a I'eedéme provoqué par
cet insecticide (Chakroun, et al 2017). Bhardwaj et al. (2010) ont étudié la toxicité de
I'imidaclopride et ils ont découverts qu’elle entraine des modifications tubulaires du rein et
une augmentation de son poids chez les rats exposés a une dose plus élevée (Arfat et al.,
2014). En outre, aucun travail n'a montré I'effet de I’imidaclopride sur le changement du poids
cérébral malgré sa neurotoxicité marquée.

Par ailleurs, l'exposition au formaldéhyde a induit aussi une diminution significative
du gain de poids corporel. Ces résultats concordent avec les travaux de (Tobe et al., 1989 ;
David et Arkerman, 2016). L’administration de formaldéhyde avec différentes doses a des
rats, quel que soit leur sexe provoque un retard de croissance, une diminution de la
consommation d'aliments et d'eau (Tobe et al., 1989 ; Oyama et al., 2002). Les données
obtenus a travers les études scientifiques ont montré que les principales cibles de la toxicité du

formaldéhyde étaient les deux parties antérieure et glandulaire de I’estomac. Des
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épaississements de la créte limite et une hyperkératose dans la partie antérieure de l'estomac
ont également été rapportés chez des rats ingérant du formaldéhyde a une dose de 125 mg / kg
de poids corporel / jour pendant 4 semaines (Tobe et al., 1989). D’aprés David et
Arkerman, (2016) l'administration de formaldéhyde dans l'eau de boisson pendant 12
semaines a eu des effets histopathologiques sur la muqueuse gastrique chez le rat, sous la
forme de dégénérescence vacuolaire (hydropique) des glandes du ganglion gastrique ceci est
due a une nécrose des couches superficielles de la muqueuse gastrique en raison de fortes
concentrations de formaldehyde.

Néanmoins, le travail de (Pitten et al., 2000) a nié que le formaldéhyde induit une
réduction de poids corporel et que son exposition ne réduit pas I'appétit des animaux, ni la
consommation de nourriture.

Il est intéressant de savoir que les hormones thyroidiennes sont des régulateurs
homéostatiques importants du métabolisme et du développement chez les vertébrés
(Yoshimura, 2013 ; Pandey et Mohanty, 2015). Le métabolisme hypothalamique des
hormones thyroidiennes joue un réle clé dans la régulation saisonniére de I'homéostasie du
poids corporel chez les hamsters de Sibérie (Barrett et al., 2007). Ainsi, I'hypothyroidie
induite par les pesticides peut entrainer une perte de poids. Il a été rapporté que I'IMD affecte
négativement le métabolisme a fortes doses et reduisent le poids corporel chez les rongeurs
(Ksheerasagar et Kaliwal, 2003 ; Bhardwaj et al., 2010). De plus, I'exposition aigué ou
répétée au formaldéhyde, perturberait de nombreuses hormones liées a 1’axe hypothalamuo-
hypophysaire, telles que la triiodothyronine (T3), la thyroxine (T4), I'normone stimulante de
la thyroide (TSH), 'ACTH et la corticostérone (Sorg et al., 2001; Patel et al., 2001).

Les plantes médicinales peuvent potentiellement étre utilisees comme facteurs de
croissance naturels en raison de leurs propriétés améliorant la digestion des antimicrobiens et
des nutriments (Hernandez et al., 2004). L’amélioration de la consommation alimentaire et
de la prise de poids pourrait probablement étre le r6le positif de ces plantes médicinales pour
maintenir un écosysteme microbien équilibré dans le tube digestif et stimuler les sécrétions
d’enzymes digestives, ce qui a pour effet d’accroitre la digestion des nutriments et un meilleur
gain de poids corporel (Ramakrishna et al., 2003),

Le traitement avec l'extrait aqueux de Pimpinella anisum L. pendant 15 jours a
entrainé une augmentation significative du poids corporel. Cet effet peut étre attribué aux

substances bioactives de p. anisum L. a savoir I'anéthole, l'eugénol, I'anisaldéhyde, l'estragol
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et le méthylchavicol (Al-Mashhadani 2011). Ces derniers ont un effet stimulant particulier
sur le systéme digestif et par conséquent ils affectent positivement la croissance corporelle.

Le principal composé de Pimpinella anisum L. « I’Anéthole » avec son pouvoir
antibactérien, joue un rdle particulier dans la prise de poids, en détruisant les micro-
organismes pathogéne de I’appareil digestif et en améliorant l'utilisation des enzymes
digestives et le fonctionnement hépatique (Langhout, 2000 ; Williams et Losa, 2001 ; Al-
Mashhadani 2011).Selon Andallu et Rajeshwari, (2011), I’anis est riche en composés
nutritifs a savoir les protéines 18%, huile grasse 8-23%, huile essentielle 2-7%, sucres 3-5% et
fibres brutes 12-15% qui peuvent avoir un effet positif sur la prise de poids. Une étude récente
de (Asadollahpoor et al., 2017) a expliqué ce gain de poids par le pouvoir de I’huile et
extrait d’anis de protéger l'accumulation de graisse dans les tissus du foie en modulant le
profil lipidique. Les graines d’anis ont un effet positif sur la digestibilité des nutriments,
améliorent la digestion des protéines, de la cellulose et des graisses, augmentent ’activité¢ de
la lipase et de I’amylase pancréatiques, ont une activité antioxydante, empéchant 1’oxydation
des acides gras et une utilisation optimisée des nutriments dans le systeme digestif (Jamroz et
Kamel 2002; Ramakrisna et al., 2003 ; Hernandez et al., 2004).Selon 1’étude réalisée par
Zeybek et al. (2011) l'extrait vegétal a la capacité de réduire le nombre de bactéries nocives
dans le tractus gastro-intestinal des poulets, améliorer la digestion et l'absorption des

nutriments et par conséquent entrainer un meilleur gain de poids.

3. Effet des deux pesticides et I’extrait aqueux de Pimpinella anisum L. sur le

comportement des rats :

On a choisi un ensemble de tests neurocomportementaux pour évaluer I’état de la
dépression, de ’anxiété, de I’activité locomotrice, de ’apprentissage spatial et de la mémoire
ainsi que le dosage du glucose pour estimer 1’état de stress chez des rats exposes aux
pesticides étudiés et les rats traités par I’extrait aqueux de Pimpinella anisum L.

3.1. Test du champ ouvert (open field tests)

Le test du champ ouvert est utilis¢é pour analyser la locomotion, I’anxiété et les
comportements stéréotypés chez les rongeurs (Kraeuter et al., 2019).

Les résultats enregistrés concernant le test de champs ouvert (open field) montrent que
durant les six minutes, 'IMD a provoqué une diminution significative de l'activité
locomotrice chez les rats intoxiqués, ces résultats sont en accord avec les travaux de Lonare

et al., 2014 et Bhardwaj et al., 2010 qui ont montré une diminution d’activité horizontale et
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verticale chez les rats exposés a I’imidaclopride. La réduction d’activité locomotrice est due a
I'accumulation de l'imidaclopride ou de ses métabolites dans le cerveau (Bhardwaj et al.,
2010). L'exposition aux insecticides induit des altérations de l'activité neuromotrice avec des
effets cognitifs et une diminution de la force de préhension des membres postérieurs (Lonare
et al., 2014).

L’étude neurocomportementale de Lonare et al. (2014) a montré que I'exposition a
I'IMD provoque une diminution de I'activité locomotrice spontanée et stimule la sensation de
douleur ainsi que des modifications pathologiques dans le cerveau. De méme, cet exposition
provoque aussi une nécrose des cellules de Purkinji avec perte de dendrites et de granules
dans la couche granulaire du cervelet chez les rats (Bhardwaj et al., 2010). Par ailleurs,
I'exposition gestationnelle a entrainé des déficits neurocomportementaux et une expression
accrue de la proteine acide fibrillaire gliale (GFAP) dans le cerveau de la progéniture (Abou-
Donia et al., 2008). Brunet et al. (2004) ont également signalé que I'imidaclopride absorbée
a partir des cellules intestinales et bioaccumulée dans le cerveau pendant un certain temps,
responsable de lésions tissulaires et d’aprés Taira, (2014), il induit une douleur et une
faiblesse musculaire.

Notre ¢tude montre que 1’exposition au formaldéhyde a une dose de 125 mg/kg
pendant 4 semaines a un impact sur le comportement des animaux expérimentaux. Les
résultats enregistrés montrent une réduction significative de I’activité locomotrice chez les
rats intoxiqués comparativement aux rats témoins. Nos résultats concordent avec ceux de
Malek et al. (2003, 2004) qui ont suggeéré que I’exposition au formaldéhyde par inhalation
affecte l'activité exploratoire et locomotrice des rats males et femelles en plein champ. les
expositions aigués ou subaigués au FA ont des effets toxiques sur le comportement des souris
Balb/C, ce qui entraine une diminution de I’activité locomotrice, d'une maniere dépendante de
la concentration (Usanmaz et al., 2000). D’aprés I’étude réalisée par Zararsiz et al. (2007),
I’administration du formaldéhyde par voie intrapéritonéale avec une dose de 10 mg / kg est la
cause d’une activité motrice lente.

De plus, il est suggéré que de petites quantités de formaldéhyde libre pourraient
atteindre le systéeme nerveux, interagir directement avec les cellules et provoque plusieurs
altérations pathologiques de la structure du systéme nerveux telles que l'augmentation du
nombre de neurofilaments, le gonflement intra-axonal et la perturbation mitochondriale. Il a
été suggeré que lacide formique est le métabolite responsable des effets délétéres du

formaldéhyde. L'exposition aux vapeurs d'acide formique affecte de nombreux paraméetres
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neurochimiques et induit une hypoxie cérébrale (Malek et al., 2003). L'inhibition de I'activité
locomotrice et exploratoire induite par I'nypoxie chez le rat a également été observée chez
certain travailleurs exposé au formaldéhyde (Nadlewska et al., 2002).

L’administration de I’extrait aqueux d’anis vert a augmenté cette activité mais d’une
facon non significative. Nos résultats concordent avec celles obtenues par (Gamberini et al.,
2015). (Boskabady et Ramazani-Assari, 2001) qui ont trouvé que I’huile essentielle d’anis
(HEA) a un effet myorelaxant par I’inhibition des récepteurs muscariniques d’acétylcholine.
Cependant, il a été démontrés que Pimpinella anisum L. peut améliorer I’activité Na+/K+
ATPase (Karimzadeh et al ., 2012) dont elle joue un rdle important dans la régulation de
I’excitabilité neuronal. Une étude réalisée sur Pimpinella peregrina, appartenant a de la méme
famille et au méme genre que notre plante a montré que 1’inhalation de son I’huile essentielle
a un effet anxiolytique. Il a été rapporté que divers terpénes pourrait moduler l'activité des
récepteurs GABAa. Ainsi, les terpénes avec des caractéristiques distinctes et des propriétés
structurales peuvent jouer un role de médiateur dans les mécanismes sédatifs ou anxiolytiques
impliquant des récepteurs GABAa (Aydin et al., 2016). Les indicateurs d'anxiété dans le
labyrinthe en croix surélevé (le pourcentage de temps passé dans les bras ouverts et le nombre
d'entrées a bras ouverts) se sont révélés sensibles aux agents qui étaient supposés agir via le
complexe de récepteurs GABAa (Emamghoreishi et al., 2005). A la lumiére de ces rapports,
I’analyse chromatographique a montré que notre plante contient un pourcentage de terpenes y
compris, l'a-pinéne, camphene, Cis-betaociméene, o-phellandréne, limonéne, 3-carene,
Fenchone, a-campholéne aldéhyde, Y-Eléméne, qui peuvent avoir ce role médiateur sur les

récepteurs GABAa, en conduisant a un effet anxiolytique.

3.2.  Test de la nage forcée (Forced Swimming test) :

En ce qui concerne ce test, les rats intoxiqués par I’imidaclopride ont un temps
d’immobilité significativement plus important que les rats témoins, ce qui reflete un
comportement dépressif. L’incapacité de nager est un désespoir comportementale qui prouve
I’effet dépressif d’imidaclopride, Cela est similaire avec 1’étude de Karatas, 2009 qui a
montré que lI'imidaclopride provoque une légere dépression du systéme nerveux. Le désordre
dépressif est lié a un dysfonctionnement ou un hypofonctionnement de systeme
sérotoninergique (Guichenez et al.,, 2006). Sachant que les récepteurs neuronaux de
I'acétylcholine nicotinique (nAChRs) font partie de la famille des récepteurs ionotropes « cys-

loop » incluant les récepteurs a la sérotonine (de type 5-HT3) (Le Novere et Changeux,
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2001 ; Raymond et Sattelle 2002), I’'imidaclopride peut provoquer des perturbations au

niveau du systéme sérotoninergique.

En outre, les résultats obtenus concernant ce test révelent un temps d’immobilité est
significativement élevé chez le lot intoxiqué par le formaldéhyde par rapport au lot témoin.
Cela confirme I’effet dépressif de ce xénobiotique, se manifestant sur la capacité a nager et
I’installation d’un état de désespoir, et par conséquent, il induit une perturbation de la voie
sérotoninergique au niveau cérébral principalement striatum, hippocampe et I’axe
hypothalamo-hypophysaire (kahloula et al., 2014).

Des rapports sur des cas de sujets humains aprés une exposition par ingestion ou par
inhalation démontrent le profond effet dépresseur du formaldéhyde sur le SNC (Malek et al.,
2003). De méme, des techniciens en histologie exposés professionnellement au formaldéhyde
et les personnes travaillant dans les zones industrielles ou le FA est utilisé réguliérement sont
évocateurs d'une neurotoxicité, se plaignent de troubles de la mémoire, de I'humeur, de
I'équilibre, du sommeil, et fatigue intense (Zararsiz et al., 2007). Certains changements
neurochimiques a savoir les troubles dopaminergiques et sérotoninergique dans
I'nypothalamus, peuvent étre attribuer a ces changements comportementaux (Usanmaz et al.,
2000).

En revanche, les groupes intoxiqués puis traités par 1’extrait d’anis ont une réduction
significative du temps d’immobilité comparativement aux rats intoxiques. Cela est en accord
avec I’étude de (Samojlik et al., 2012) qui ont trouvé que I’HEA a un effet antidépresseur.
Selon kahloula et al. (2013), I’anis vert posséde un effet neuroprotecteur qui est
probablement dd a I’amélioration de la modulation des fonctions NMDA tel que ’activation
des sites des récepteurs NMDA. L’HEA peut induire I’excitabilité neuronale, qui a été
attribuée a ’activation des canaux Ca®* ou a I’inhibition du canal dépendant de la tension Ca?
"/ K* (Janahmadia et al., 2008). Un effet antidépresseur a été également rapporté suite d’un
traitement par inhalation de I’huile essenticlle de Pimpinella peregrina (plante de la méme
famille) (Aydin et al., 2016). Les résultats obtenus par (Shahamat et al., 2016) ont révelé
que toutes les doses d'extraits aqueux et éthanoliques de P. anisum réduisaient le temps
d'immobilité et augmentaient le temps de nage de maniére dépendante de la dose. Néanmoins,
le mécanisme pharmacologique et le composé responsable de l'activité de P. anisum de type
antidépresseur n'est pas pu étre identifiés.

Plusieurs enquétes ont révélé que le fruit de P. anisum se compose de plusieurs

composés actifs et que tous pourraient étre responsables des effets analogues a ceux des
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antidépresseurs. Des études antérieures ont montré que cette plante contient de l'anéthole
comme composé principal responsable des propriétés médicinales (Gulcin et al., 2003;
Rodriguez et al., 2003 ; Salehi Surmaghi, 2010; Zargari, 2011; Shojaii et Abdollahi Fard,
2013; EL-Hodairy, 2014). En plus, il a été démontré aussi dans plusieurs études I’activité
antidépressive des antioxydants (Scapagnini et al., 2012). Il s'est avéré que les antioxydants
pourraient inhiber la recapture de la 5-HT (Weinstock et al., 2002; Khanzode et al., 2003).
En outre, il existe un rapport sur l'inhibition de la monoamine-oxydase (MAQ) par I'anéthole
(Drukarch et al., 2006). Par conséquent, l'inhibition de la recapture de la 5-HT ainsi que
celle de la MAO par l'anéthole pourraient augmenter la disponibilité de la 5-HT dans les
fentes synaptiques, ce qui pourrait désensibiliser les récepteurs 5-HT impliqués dans la
dépression. P. anisum pourrait avoir une application therapeutique potentielle pour la gestion
des troubles dépressifs (Shahamat et al., 2016).

3.3.  L’effet des pesticides sur I’apprentissage et la mémoire spatiale :

3.3.1. Test de Barnes :

Les résultats enregistrés dévoilent un nombre d’erreur et un temps de latence pour
rejoindre la cible significativement supérieur chez les animaux exposés a I’'IMD comparés aux
animaux témoins et intoxiqués traités par I’EAP. Cela montre clairement que ce pesticide
diminue d’une fagon importante les performances d’apprentissage spatial et la mémorisation
au cours de ce test. Ces observations s‘'opposent avec les travaux de (Beer et al., 2013 ; Kutlu
et Gould, 2015) et concordent avec celle de (Mondal et al., 2014) qui démontrent la
réduction des capacités d'apprentissage aprés I'exposition a l'acétamipride (insecticide
néonicotinoide),et Taira, 2014 qui a révélé que I’exposition aux nécotinoides a savoir
I’imdaclopride et I'acétamipride provoque une altération de la mémoire a court terme . Selon
les études réalisees par Decourtye et al. (2003) ; Decourtye et al. (2004) ; Farooqui, (2013),
I'administration du néonicotinoide, l'imidaclopride, altére l'apprentissage et la mémoire
olfactifs chez les abeilles. Les récepteurs nicotiniques de l'acétylcholine (cible
d’imidaclopride) sont largement distribués dans tout I'nippocampe (Kenney et Gould., 2008).
Ils ont un réle dans I'encodage des nouveaux souvenirs apres leurs activations (Hasselmo,
2006).

Cependant, Les neurotransmetteurs sont parmi les molécules neuronales susceptibles
d’étre affectées par le stress, conduisant & une perturbation neurocomportementale. La

diminution de la synthése d’acétylcholine est a l’origine de troubles de la contraction
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musculaire, de la mémoire, manque de concentration, oublis ...etc (Gasmi, 2018). Les régions
du cerveau qui offrent la plus forte densité de neurones utilisant la choline, sont celles qui
dégénérent dans la maladie d’Alzheimer (Nasuti et al., 2007 ; Songlin et al., 2015). D’aprés
Mondal et al. (2014), l'acétamipride agit de fagcon agoniste sur les récepteurs neuraux de
I'acétylcholine nicotinique. La disponibilité de I'acétamipride dans I'hippocampe ouvre les
récepteurs ionotropes, cela est suivi par un flux positif d'ions dans la cellule, entrainant une
excitotoxicité. Mais 1’ouverture répétitive du nAChR provoquant une desensibilisation du
récepteur et du canal ionique et évitant ainsi I’écoulement de Ca?* & travers la membrane. La
désensibilisation est une propriété commune des nAChR (Xiao et al., 2011). Sachant que
I’acétylcholine est dégradé par I’acétylcholine-estérase (AchE) dans la fente synaptique apres
chaque influx nerveux cholinergique (Akaike et al., 2010), ’augmentation de cet enzyme vas
diminuer la concentration de I’acétylcholine. Les résultats de 1’étude réalisée par Gasmi,
(2018) ont rapportés que I’administration d’acetamipride et deltamethrine (néonicotinoides)
provoque une augmentation significative de I’activit¢é d’AchE dans le cerveau total,
I’hippocampe et le Striatum chez les rats intoxiqués. Cette augmentation implique la
diminution de 1’Ach, traduisant une variation neurocomportementale telle que la réduction de
I’efficacité d’apprentissage et le potentiel de mémorisation.

En outre, les neurotransmetteurs inhibiteurs tels que ’acide Y-butyrique et la glycine
libéré au niveau synaptique par les synaptosomes rentrer en compétition avec le glutamate.
L'effet néfaste sur les interneurones GABAergiques conduit a des déficits d'apprentissage et

de mémoire chez la souris (Knoferle et al., 2014).

3.3.2. Test de piscine de Morris :

La présente étude prouve que, I’intoxication au formaldéhyde chez des rats wistar
pendant 30 jours a eu comme conséquence la diminution des performances d’apprentissage
spatial et de mémoire durant ce test. Les groupes des rats exposés a ce pesticide avaient
besoin de plus de temps pour localiser la plate-forme d'échappement, ce qui indique que leurs
capacités d'apprentissage avaient été compromises, ainsi que le temps passé dans le quadrant
cible a diminué, et leurs itinéraires de nage sont devenus irréguliers et sans but, ce qui
démontre que leur capacité a se souvenir a diminué. Ceci explique que le FA perturbe les
performances d’apprentissage spatial et la meémorisation. Ces résultats sont similaires a ceux
de (Pitten et al., 2000) qui ont rapporté que les animaux exposés au FA avait besoin de plus

de temps et faisait plus d’erreurs que les animaux témoins en traversant le labyrinthe. Cela
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peut étre d0 au fait que les animaux ont pu compenser les difficultés en mémoire et
d’orientation en prenant plus de temps.

Huang et al. (2018) ont rapporté également que I’exposition a de fortes concentrations
de formaldéhyde (3 mg / m3) peut provoquer des dommages oxydatifs dans le cerveau de
souris, entrainant une inflammation, une Iésion neuronale, au point de diminuer la capacité
d’apprentissage et de mémorisation des souris. De plus, l'injection de formaldéhyde dans
I'nippocampe a entrainé la mort des neurones de cette derniére et interféré avec la formation
de la mémoire spatiale, et son accumulation dans le cerveau provoque une déficience
cognitive et perte de mémoire (Li et al., 2016). Lu et al. (2008) ont signalé que
I'apprentissage et la mémoire des rats se sont détériorés apres l'inhalation du FA. Son
exposition répétée par inhalation entraine des modifications du comportement d'apprentissage
des rats méales et femelles dans le labyrinthe aquatique, les changements de comportement
peuvent étre considérés comme un signe précoce des processus d'intoxication qui ont lieu
dans l'organisme. Les effets déléteres des solvants organiques sur le systéme nerveux sont
attribués a l'incorporation de leurs molécules dans la membrane des cellules nerveuses, ce qui
perturbe le transfert des ions et le potentiel de repos de la membrane et module la structure
lipidique de la membrane. En outre, les protéines intégrales de la membrane des cellules
nerveuses sont des cibles pour I'impact des solvants; ils augmentent la fluidité des
membranes, ce qui peut affecter le fonctionnement optimal de l'interaction lipide-protéine
(Malek et al., 2003).

Il est bien connu que le FA provenant de I'environnement est métabolisé en acide
formique par I’acides déshydrogénase (FDH) présents dans le foie et les globules rouges ; Le
FDH a besoin du glutathion comme co-facteur pour cette réaction. Par conséquent, la
réduction d'antioxydant du glutathion augmente la toxicité de FA (Usanmaz et al., 2002 ;
Ozmen et al., 2014). Ce dernier provoque un stress oxydatif au niveau cérébral (Kus et al.,
2004 ; Matsuoka et al., 2010) et méme avec une faible concentration au niveau hépatique
(Teng et al., 2001). De nombreuses études indiquent que I'exposition au FA inhibe
l'apprentissage, affaiblit la mémoire et supprime certains comportements, mais les
mécanismes de ces effets ne sont pas clairs (Perna et al., 2001 ; Lu et al., 2008 ; Wang et
al., 2008). Il a été rapporté que le FA induit des changements dégénératifs dans les neurones
de I'nippocampe (Kus et al., 2004 ; Gurel et al., 2005 ; Dou et al., 2012 ; Ozmen et al.,
2014).
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Le MDA (Malondialdéhyde) est un bon marqueur de 1’oxydation des lipides.
L’exposition au formaldéhyde provoque une augmentions significative le taux de MDA.
Cette derniere peut étre un indicateur de dommages oxydatifs & I'hippocampe (Ozmen et al.,
2014).

Certain auteurs suggerent que I’exposition a faible concentration au FA affecte de
maniére sélective les genes liés a la plasticité synaptique de I'hippocampe. En effet, le
blocage des récepteurs du glutamate de Nméthyl-D-aspartate (NMDA) altere a la fois la PLT
de I'hippocampe et l'apprentissage spatial dans la tache du labyrinthe aquatique de Morris
chez le rat (Ahmed et al., 2007). En ce qui concerne la relation entre I'exposition aux FA et
l'activité NMDA, le FA, agissent dans le MCS (multiple chemical sensitivity) en induisant
une hypersensibilité des récepteurs NMDA et une élévation de l'oxyde nitrique et du
peroxynitrite (Pall, 2002, 2003).

3.4. L’effet de I’extrait aqueux de Pimpinella anisum L. sur P’apprentissage et la
mémoire spatiale :

L’extrait aqueux d’anis a amélioré d’une facon significative les performances
d’apprentissage et de la mémoire spatiale. Parmi de nombreuses huiles végétales, I'anis a des
effets bénéfiques sur les troubles de la mémoire, la dépression, l'ischémie cerébrale et la
maladie d'Alzheimer (El-Hodairy., 2014). Mushtaq et al. (2019) ont suggéré que 'EAP
augmente la mémoire et I'apprentissage en réduisant le niveau d'acétylcholinestérase (AChE)
dans le cerveau des souris. Il est donc évident que cet extrait peut également étre utilisé pour
la prévention de la maladie d’Alzheimer, supposée étre causée par la perte d’innervations
cholinergiques dans I’hippocampe du cerveau (Terry et Buccafusco, 2003 ; Mushtaq et al.,
2019). 1l s'est avéré que I’EAP est un puissant antioxydant en empéchant les neurones
cholinergiques du cerveau de subir les dommages potentiels de I'AChE. L'activité de cet
enzyme est renforcée par les agents oxydants présents dans le cerveau (Rosemberg et al.,
2010) et les antioxydants préviennent la perte de mémoire a la fois en réduisant le niveau
d'AChE et en empéchant I'accumulation de métabolites protéiques toxiques dans les tissus du
cerveau (Frank et Gupta, 2005).

4. Dosage de la glycémie :
Le glucose est un bon indicateur de stress ainsi I’exposition a I'IMD induit une
situation de stress représentée par des modifications comportementales et biochimiques. Nos

résultats montrent que I’exposition a ce néonicotinoide a provoqué une augmentation de la
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glycémie. Cela concorde avec I’étude de (Kim et al., 2013), qui ont suggéré que I'MD
pourrait induire une résistance a I'insuline en agissant sur la cascade de signaux d'insuline, en
particulier en réduisant la phosphorylation de la protéine kinase B (PKB) (I'un des principaux
régulateurs de la signalisation de l'insuline),et la S6 kinase ribosomale (S6K),(une cible en
aval de ’AKT et un inhibiteur de rétroaction du signal d’insuline) dans les adipocytes, le foie
et le muscle. A fin d’évaluer la réponse au stress chez des rats adultes ayant recu I’'IMD par
voie orale, Khalil et al., 2017 ont prouvé que I’IMD a un effet sur I'nhnoméostasie du glucose
chez des rats en développement et des rats adultes, en provoquant une altération d’ARNm des
transporteurs de glucose. Les données histopathologiques et immunohistochimiques ont
montré des perturbations structurelles dans le tissu pancréatique avec une diminution de
I'expression de l'insuline et de GLUTA4.

En revanche, I’administration du Formaldéhyde par voie orale avec une dose de 125
mg/kg a provoqué une hyperglycémie chez les rats intoxiqués comparativement aux rats
témoins. Cette augmentation est probablement due a I’effet hépatotoxique de ce pesticide qui
pourra avoir un effet stimulateur sur la glycogenolyse hépatique. Le stress est un facteur qui
peut influencer aussi sur le contréle de la glycemie, cela a été démontré dans les resultats
précédents concernant le comportement dépressif et anxieux des rats exposé au FA. (Li et al.,
2016) ont examiné les corrélations entre la consommation d'eau et les modifications
I’angiotensine II (ANG II) , la vasopressine (AVP), et du formaldéhyde endogeéne chez des
patients atteints de la maladie d’Alzheimer. Les concentrations de formaldéhyde endogéne
sont positivement corrélées a la séveérité des altérations cognitives des patients atteints de la
maladie d’Alzheimer, ce qui suggere que des taux ¢élevés de formaldéhyde incitent ces
patients a oublier de boire de l'eau, ce qui aggrave leur déshydratation. Avec son taux
endogene élevé, il peut agir comme un facteur de stress qui stimule l'axe hypothalamo-
hypophyso-surrénalien et éléve les niveaux de 1’angiotensine II (ANG II) et la vasopressine
(AVP). Il s'est avéré que cette derniere (AVP) stimule la voie de la néoglucogénese et dégrade
le glycogene au niveau du cortex rénal, et méme elle a un role sur la fonction endocrine du
pancréas en stimulant la sécrétion du glucagon, cela vas aboutir a une augmentation du taux
de glucose au niveau sanguin (Taveau, 2014 ; Li et al., 2016).

L’administration orale de ’extrait aqueux de P. anisum L a permis de diminuer le
taux de glucose dans le sang. Cette diminution a été significative chez les groupes de rats
intoxiqués traités. En effet, il a été rapporté que P. anisum L provoque une hypoglycémie ou

normoglycémie en provoquant une augmente de la sécrétion d’insuline par les cellules béta
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pancréatique (Nagle et al., 2000). De plus, I’huile essentielle d’anis joue un réle important
dans la protection de 1’organisme contre les dommages des radicaux libre qui sont a I’origine
de divers facteurs tel que le diabéte (EI-Hodairy, 2014). L’objectif thérapeutique des patients
diabétiques est de maintenir des taux de glycémie proches de la normale, a jeun comme et a
I’état postprandial (aprés le jetine). De nombreuses ressources naturelles ont a- amylase
catalyse I'hydrolyse des liaisons glucosidiques de l'amidon, du glycogéne et de divers
oligosaccharides (o-1,4-glucosides) et de la a-glucosidase décompose les disaccharides en
sucres plus simples, facilement assimilables par I'intestin (Matsui et al., 2007). L’inhibition
de l'activité de ces enzymes dans le tube digestif de 'hnomme est considérée comme efficace
pour contrdler le diabéte en diminuant l'absorption du glucose hydrolysé a partir de I'amidon
par ces enzymes (Shobha et al., 2013). Moins de glucose est absorbé parce que les glucides
ne sont pas décomposes en molécules de glucose, menant a une hypoglycemie. Il a été
démontré que l'activité des a-glucosidases et des a-amylases est efficacement inhibée par les
flavonoides et les polyphénols (Tadera et al., 2006). En effet les composés polyphénoliques
sont capables d'inhiber les activités des enzymes hydrolysant les glucides, en raison de leur
capacité a se lier aux protéines (Shobha et al., 2013). Il a été rapporté que I'amélioration du
métabolisme du glucose était apparemment due aux composés phénoliques contenus dans les
extraits d'herbes et d'épices culinaires courantes. Comme il a été démontré préecédemment,
I'anis contient divers composes phénoliques qui soient des composeés actifs possibles liés aux
activités inhibitrices de l'a-glucosidase et de l'a-amylase. Certain nombre d’études suggeérent
que ces composes phénoliques, pourraient avoir un potentiel dans la prévention du diabete de

type 2 dans le cadre d’une stratégie alimentaire (Shobha et al., 2013).

5. Impact des pesticides et ’extrait aqueux de Pimpinella anisum L. sur I’histologie
cerébrale :

L’¢étude histologique menée sur le cerveau chez les rats exposés subchroniquement aux
pesticides a montré des ruptures et des lésions entre les cellules cérébrales des différents
groupes.

En ce qui concerne les observations histologiques du cerveau chez les groupes exposes
a I’imidaclopride, les coupes histologiques montrent une altération structurale des tissus,
marqués par la présence d’une gliose, une dégénérescence de certaines cellules nerveuses,
vacuolisation pluricellulaire et une altération des cellules de purkinje. Ces changements
histopatologiques sont similaires a ceux rapportés par (Wankhede el al., 2017) qui ont réalisé

une étude sur les altérations histopathologiques induites par la toxicité subaigué de
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l'imidaclopride chez la caille japonaise, et qui ont rapporté que I’exposition a ce pesticide
induit des modifications histologiques au niveau cérébral présentés par une dégénérescence
des neurones, migration nucléaire, vacuolisation, gliose, ainsi qu’une congestion des
hémorragies du parenchyme, l'eedéme. Un autre travail réalisé¢ par (Abou-Donia et al., 2008)
sur les déficits neuro-comportementaux suite a une exposition in utero a I’imidaclopride chez
les rats de progéniture, il ont indiqué que l'activité de I'AChE dans le cerveau moyen était
significativement accrue chez ces descendants males, alors que l'activité de I'AChE dans le
cortex et le tronc cérébral montrait une élévation significative dans la descendance femelle de
rats traités a l'imidaclopride. Une activité accrue de I'AChE dans diverses régions du cerveau
peut contribuer aux effets neurotoxiques sur la progéniture résultant d'une diminution de
I'ACh et d'une fonction non optimale des récepteurs de I'ACh. (Day et Greenfield, 2003) ont
montré que I’expression accrue de I'AChE produisait une neurodégénérescence in vivo et in
vitro. Ce mécanisme possible implique un afflux d'ions calcium aprés activation de o7
nAChR et induction d'apoptose neuronale (Day et Greenfield, 2003 ; Abou-Donia et al.,
2008). Les insecticides néonicotinoides, tels que l'imidaclopride, produisent une gliose
généralisée dans le cerveau de la progéniture. L'activation gliale peut résulter de la
dégenérescence axonale au niveau du cortex moteur et I'nippocampe (Atarashi et al., 2001 ;
Abou-Donia et al., 2008).

Cependant, une autre étude a révélé que I’exposition a I’'imidaclopride (80 mg / kg)
pendant 28 jours entrainait une neurotoxicité chez le rat, qui se manifestait par des altérations
histologiques et ultrastructurales du cerveau. Les coupes de cerveau ont révélé une congestion
marquée du cervelet, une dégénérescence de cellules de Purkinje avec perte de dendrites, une
vacuolisation autour des neurones, la présence des neurones rétrécis, une chromatolyse et une
congestion marquée. D’autres coupes ultra-fines du cerveau ont révélé des mitochondries
vacuolaires, des noyaux apoptotiques avec perturbation et margination du matériel
chromatinien. Les changements enregistrés dans cette étude pourraient étre dus a une
accumulation d'imidaclopride et de ses métabolites dans le cerveau (Soujanya et al., 2012).
Néanmoins, aucune lésion histopathologique grave n’a été décelée dans les tissus cérébraux
des Carpe commune mis a part neurodégénérescence légere (Ozdemir et al., 2018).

D’une autre part, I’exposition orale au formaldéhyde a une dose de 125 mg/kg a
provoqué des changements structuraux au niveau cérébral marqué par une prolifération des
cellules gliales, dégénérescence des cellules de purkinje (au niveau du cervelet), nécrose de

certains neurones. Il a été rapporté précédemment que le formaldéhyde pourraient atteindre le
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systeme nerveux et interagir directement avec les cellules et provoque plusieurs altérations
pathologiques et structurales (Malek et al., 2003). Selon I’étude de (Huang et al., 2018)
I’exposition a de fortes concentrations de formaldéhyde peut provoquer des dommages
oxydatifs dans le cerveau, entrainant une inflammation, une lésion neuronale en particulier au
niveau de I'hippocampe représentés par des cellules gonflées avec un cytoplasme péle et une
diminution des cellules pyramidales, certaines d'entre elles sont apoptotiques. D’aprés (Gurel
et al., 2005), I'administration de FA provoque des dommages oxydatifs et une altération de la
structure et de la fonction des neurones qui ce trouve au niveau du cortex frontal et
I'nippocampe, semblent étre médiés par la production de radicaux. Des modifications
dégénératives graves représenté par rétrécissement du cytoplasme, la présence des noyaux
picnotiques (Gurel et al.,, 2005). Il a été démontré aussi que le FA provoque une
augmentation du nombre de neurofilaments, un gonflement intra-axonal et une perturbation
mitochondriale (Malek et al., 2003).

En outre, les groupes des rats qui ont subit un traitement par 'EAP aprés leur
exposition aux FA et IMD sont apparu avec une architecture cérébrale normale semblable a
celle des rats témoins. Ces résultats confirment 1’effet neuroprotecteur, le pouvoir antioxidant
et effet correcteur apparent sur les troubles neurocomportementaux préalablement rapporté
sur Pimpinella anisum L. .Son pouvoir antioxidant puissant lui donne la capacité a maintenir
la structure des neurones (EI-Hodairy., 2014). Ces effets bénéfiques offrent a cette plante le
pouvoir d’étre utilisé comme un traitement pour certaines maladies neurologiques, y compris
les convulsions, I'épilepsie (Kahloula et al., 2013), et méme pour la prévention de la maladie
d’Alzheimer (Mushtaq et al., 2019).

6. La fonction rénale
6.1. Effets des pesticides et I’extrait aqueux de Pimpinella anisum L. sur les

paramétres biochimiques et I’histologie rénale:

Dans la présente étude, différents paramétres biochimiques, notamment I’urée,
créatinine, ’ASAT, ’ALAT et les phosphatases alcalines, étaient significativement affectés

par I’imidaclopride et le formaldéhyde.

Nos résultats montrent que I'exposition orale a une dose de 90 mg/kg de
I’imidaclopride a des rats males adultes pendant 28 jours a induit une augmentation du taux
sérique de I’'urée et créatinine. Des résultats similaires ont été rapportés par (Gull et al., 2017)

en raison de l'exposition au Thiamethoxam (appartenant a la méme famille de notre
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insecticide) chez les oiseaux. Cette augmentation a €té également rapportée précédemment
par (Kammon et al., 2010) en raison de I'exposition a l'imidaclopride chez les poussins.
L'administration de néonicotinoides induit la production de composés azotés, ce qui entraine
une urémie dans laquelle de I'ammoniac toxique est converti en urée non toxique (Kumar et
al., 2010 ; Arfat et al., 2014). L'augmentation de la créatinine sérique et l'azote uréique
sanguin chez le groupe intoxiqué par rapport au groupe témoins est liée a l'insuffisance rénale.
La créatinine sérique et l'azote de la circulation sanguine déterminent le débit de filtration
glomérulaire (DFG) de maniére inappropriée dans l'insuffisance rénale (Arfat et al., 2014).

De méme, les résultats des analyses au microscope optique appuient les études
biochimiques. L'examen histopathologique a révélé des lésions dans les tissus rénaux produits
par l'imidaclopride, congestion, dilatation tubulaire, une legére dégénérescence et présence
des foyers d’hémorragie due a 1’éclatement des veines. (Arfat et al., 2014) ont également
signalé des signes histopathologiques similaires, a savoir des hémorragies, une
dégenérescence vacuolaire des cellules épithéliales tubulaires ainsi qu'une necrose coagulante
focale. D’autres modifications histopathologiques ont été observées par (Wankhede el al.,
2017), comprenaient des hemorragies interstitielles et une dégénérescence vacuolaire de
I'épithélium tubulaire et glomérulaire, avec perturbation de la membrane basale, révélant a
nouveau le caractére toxique de I'imidaclopride.

En outre, nous avons observé une augmentation des taux sériques d'urée et de
créatinine chez le groupe d’animaux exposés au FA par rapport au groupe non exposé. Nos
résultats sont en accord avec ceux de (Kum et al., 2007 ; Khan et al., 2006 ; De Oliveira
Ramos et al., 2017). Des résultats similaires ont été rapportés par (Khan et al., 2006) en
raison de I'exposition au formaldéhyde chez les oiseaux, montrent que la concentration élevée
d'urée et de créatinine dans le sang pourrait étre associée a une insuffisance rénale a des doses
élevées de FA.

L'oxydation du Formaldéhyde en acide formique est catalysée par plusieurs enzymes
telles que la formaldéhyde déshydrogénase dépendante du NAD (qui nécessite le glutathion
(GSH) réduit en tant que cofacteur), la xanthine oxydase, la catalase et la peroxydase (Kum et
al., 2007). L'augmentation de l'urée peut étre associée a la production accrue d'enzymes
utilisées dans la détoxification de FA (Kum et al., 2007; Teng et al., 2001). Certaines études
ont suggeéré que la créatinine, le métabolite final de la créatine phosphate, outre ses propriétés

antioxydantes, est un marqueur important de la néphrotoxicité. Une augmentation des taux
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sériques de créatinine confirme une defaillance de la fonction rénale en raison de l'exposition
au FA (Kunak et al., 2016 ; De Oliveira Ramos et al., 2017 ; Milovanovic et al., 2018).

Dans notre étude histologique, nous avons observé chez des animaux exposés au
formaldéhyde une hypertrophie des cellules tubaires et une dégénérescence tubulaire. Des
¢tudes antéricures ont rapporté que l’exposition & ce produit fait augmenter 1’espace de
Bowman et la lumiére des tubules rénaux (De Oliveira Ramos et al., 2017) ainsi qu’une
dégénérescence glomérulaire et tubulaire, une expansion remarquable des tubules distaux,
indiquant Iésion tissulaire chez les animaux exposés au FA (Zararsiz et al., 2006). Dans le
méme contexte, une autre étude a montré des altérations structurales du tissu rénal marqués
par la présence de dégénérescence glomérulaire, formation de vacuoles, dilatation vasculaire
et de congestion chez des rats exposés pendant 14 jours au FA (Zararsiz et al., 2007). Des
modifications morphologiques induites par le FA dans le tissu rénal ont été signalées sous la
forme de lésions épithéliales dans les glomérules, d'infiltration de cellules mononucléees, des
dégenérescences dans les tubules proximal et distal (Faghani et al., 2014 ; Aydemir et al.,
2017), en plus d’une infiltration de cellules interstitielles, une desquamation épithéliale et une
Iégere congestion (Aydemir et al., 2017).

L’administration orale de pimpinella anisum L. a une dose de 500 mg/kg pendants
deux semaines a permis de diminuer le taux sérique de I'urée et créatinine. Nos résultats
concordent avec les travaux précédent de (Bekara et al.,, 2016) qui ont prouvé que
I’administration orale de pimpinella anisum L. a des jeunes rats a permis de diminuer le taux
sérique de I'urée et créatinine, et que cette plante peut avoir un potenticl néphroprotécteur.
Ainsi que 1’étude réalisée par (Aiswarya et al., 2018), qui a fournit des preuves scientifiques
(analyses biochimique et histlogique) sur I’effet néphroprotecteur de l'extrait aqueux de
Pimpinella anisum L. administré par voie orale a des rats exposés a la gentamicine, elle a
montré que cet extrait a le pouvoir de diminuer le taux sérique de 1’'urée, créatinine, acide
urique.. Pimpinella anisum L. a un effet antioxydant sur la néphroprotection qui pourrait
aider a mieux caractériser son mécanisme d’atténuation des lésions rénales (Aiswarya et al.,
2018). Il est possible que l'alimentation des graines d'anis stimule le foie et les reins a
fonctionner plus efficacement (Al-Shammari et al., 2017). Les perturbations de la fonction
rénale ont pour origine des ROS réactifs ; plusieurs études ont confirmé que les ROS jouent
un role intermédiaire dans la physiopathologie rénale Bekara et al., (2016). Selon I’étude de
Gulgin et al. (2003), I’extrait aqueux de P. anisum L. présente un potentiel antioxydant

remarquable et la diminution du taux de marqueurs rénaux peut constituer un indice de
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diminution des lésions rénales. En outre, 1’extrait aqueux de P. anisum L. peut avoir un effet
correcteur sur la néphrotoxicité, en réduisant les concentrations sériques de marqueurs rénaux
et la peroxidation des lipides (LPO) (Bekara et al., 2016) , par conséquent, cet effet peut étre
attribué a l'activité de piégeage des radicaux libres (Rajeshwari et al., 2011). Dans cette
méme étude, il s’est avéré par ailleurs, que I'extrait aqueux de Pimpinella anisum L. a bien
joué son effet néphroprotecteur grace a son pouvoir antioxydant, il a pu restaurer la structure
des glomérules et des tubules rénaux et par conséquent de réduire le taux sérique de I'urée,
créatinine (Aiswarya et al., 2018). Selon nos résultats, le traitement des rats exposes par
I’extrait aqueux de pimpinella anisium L. a pu améliorer désorganisation tissulaire causé par

les deux pesticides.

7. La fonction hépatique
7.1. Effets des pesticides et de I’extrait aqueux de Pimpinella anisum L. sur les

paramétres biochimiques et I’histologie hépatique:

Dans la plupart des toxicités liées aux insecticides a savoir I’imidaclopride, le foie est
endommagé, en particulier les hépatocytes, en raison de cet détérioration de la membrane des
hépatocytes, les enzymes, y compris AST , ALT et PAL situées dans le cytosol des
hépatocytes sont drainés dans le sang et I'on observe donc une augmentation du taux sérique
(Kammon et al., 2010 ; Adejumo et al., 2015 ; Gull et al., 2017 ; Chakroun et al., 2017 ).
Par ailleurs, Chakroun et al. (2017) ont expliqué I’élévation observée de ces enzymes par un
dysfonctionnement du foie attribué a l'effet néfaste de I'MD sur la membrane cellulaire
hépatique. Les résultats obtenus pour ’exploration de la fonction hépatique montrent une
¢lévation du taux sérique de I’ASAT, ALAT, et PAL. Des études antérieures (Bhardwaj et
al,. 2010 ; Kapoor et al,. 2011 ; Vohra et Khera., 2016 ; Chakroun et al., 2017 ; Gull et
al., 2017 ) avaient déja démontré que I'MD induisait une élévation des enzymes hépatiques.
L'augmentation de ces enzymes peut étre due a un dysfonctionnement du foie et a une
perturbation de la biosynthése de ces enzymes avec une altération de la perméabilité de la
membrane du foie (Badawy et al., 2019). Egalement, Zhang et al. (2011) et Singh et al.
(2012) ont rapporté des résultats similaires en raison de l'administration orale de

I'acétamipride a des souris.

Cependant, il a été suggéré qu'une augmentation du taux sérique de phosphatase

alcaline est due a une lésion des cellules du foie, des reins, de l'intestin gréle et des os,
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entrainant la libération de cette enzyme dans les systemes sanguins (Vohra et Khera., 2016).
Selon le travail réalise par Hedau et al. (2017) sur des cailles japonaises, les activités
plasmatiques d'ASAT et d'ALAT étaient significativement supérieures chez le groupe
intoxiqué par l'imidaclopride par rapport au groupe témoin. Ces résultats suggérent que
I'administration de cet insecticide provoque des modifications nécrotiques dans le foie,
provoquant ainsi une fuite d’enzymes dans le sang. L’¢élévation de l'activité des enzymes
sanguines peut étre di a la dégénérescence et a la nécrose des hépatocytes, qui attribuent a
une perméabilité accrue de la membrane cellulaire entrainant la libération de transaminases
dans le sang (Arfat et al.,, 2014). Ces résultats ont été mis en corrélation avec les
modifications histopathologiques du foie observées dans notre étude.

Lors de I’examen histopathologique, les coupes histologiques réalisées au niveau du
foie des rats intoxiquées par I'IMD ont montré une altération sévére de ’architecture du foie
avec une dilatation et congestion capillaires sinusoides, une éosinophilie, vacuolisation
cytoplasmique de certain hepatocytes, ainsi qu’une pycnose et une nécrose hépatocytaire. Ces
résultats sont en accord avec ceux apportes par beaucoup de travaux récents (Arfat et al.,
2014 ; Chakroun et al., 2016 ; Chakroun et al., 2017; Hedau et al., 2017 ; Gull et al.,
2017 ; Emam et al., 2018). Des etudes antérieures avaient montré que l'administration de
I’IMD entrainait une dilatation de la veine centrale, triade porte et capillaire des sinusoides
(Toor et al., 2013 ; Vohra et al., 2014 ; Chakroun et al., 2017 ; Emam et al., 2018), une
vacuolisation (Chakroun et al., 2017 ; Gull et al., 2017 ; Emam et al., 2018) , une
congestion sévere des veines centrales, des veines portales et des espaces sinusoidaux ,
présence des noyaux pycnotiques Chakroun et al., 2017 ,une nécrose (Arfat et al., 2014 ;
Chakroun et al., 2017 ; Gull et al., 2017), ainsi qu’une infiltration lymphoide en tant que
signe d'inflammation (Toor et al., 2013 ; Chakroun et al., 2017).

La vacuolisation des hépatocytes peut étre due a la rétention de liquide a l'intérieur de
la cellule entrainant ce qu'on appelle une dégénérescence hydrophile, un gonflement cellulaire
probablement di a la réduction de Il'apport énergétique nécessaire a la régulation de la
concentration ionique des cellules, a une anoxie légére ou a court terme, ou stress
métabolique (Hedau et al., 2017 ; Emam et al., 2018). De méme, la nécrose des hépatocytes,
qui attribuent une perméabilité accrue de la membrane cellulaire entrainant la libération de

transaminases dans le sang.

D’apres les résultats de ce travail, 1’exposition des rats au formaldéhyde augmente

d’une maniére significative le taux sérique de I’ASAT, ALAT et PAL. Ces résultats sont en
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accord avec ceux apportés par (Khan et al., 2006 ; Gerin et al., 2016). Une activité accrue
des enzymes hépatiques est un indice de Iésions hépatiques. Une augmentation significative,
proportionnelle a la dose, des concentrations d'ALAT, d'’ASAT et PAL a été observé par
(Khan et al., 2006) suite a une administration par intubation du FA aux oiseaux , causant
des dommages hépatiques de degrés variables. Par ailleurs, I’hépatotoxicité induite par le FA
peut survenir chez de nombreuses espéces, y compris I'nomme, aprés une injection, une
ingestion ou une inhalation. Des études sur I'hépatotoxicité induite par le formaldéhyde ont
montré que des taux élevés de ROS et une diminution des taux d'enzymes antioxydantes sont
responsables des dommages au foie (Gulec et al., 2006 ; Bakar et al., 2015). La fuite
d'ASAT, ALAT et PAL dans le sang et la diminution de la protéine totale et de I'albumine
chez le groupe exposé au FA, ont mis en évidence des Iésions des cellules hépatiques. Il a été
rapporté également que les études macroscopiques, microscopiques et biochimiques du foie
montrent des altérations du poids, une vacuolisation centrolobulaire, une nécrose focale
cellulaire et une augmentation des concentrations de phosphatase alcaline aprés une
exposition au FA (Gulec et al., 2006). Selon Gerin et al., (2016) le FA inhibe également la
production d'énergie en détruisant les mitochondries et en causant des lésions
hépatocellulaires. Ces résultats concordent avec celles obtenues par notre étude histologique,
qui a montré des altérations sévére de I’architecture du foie, a savoir une vasodilatation, une
pycnose, une nécrose partielle, une congestion des capillaires sinusoides, ainsi qu’une
éosinophilie.

Par ailleurs, le traitement avec 1’extrais d’anis a permis de réduire le taux sérique de
ASAT, I'ALAT et PAL chez les lots intoxiqués. Le résultat que nous avons trouvé est en
accords avec celui de (El-Hodairy, 2014). Asadollahpoor et al. (2019) ont trouvé que le
traitement par I’extrait hydroethanolique ainsi que I’huile essentielle d’anis peut diminuer
d’une maniere significative le taux sérique de I'ASAT, I'ALAT. D’apres Jamshidzadeh et al.
(2015) les différents extraits et huiles essentielles de fruits d’anis ont une activité
hépatoprotectrice a la fois in vitro et in vivo. Les fruits d’anis ont diminué I'hépatotoxicité
induite par le CCI4 (tétrachlorure de carbone) a « Sprague-Dawley rats » ainsi que la lignée
de cellules d'hépatome. Le trans-anéthole a montré des activités hépatoprotectrices dans les
Iésions d'ischémie / reperfusion hépatiques chez la souris avec réduction des taux sériques
d'ALAT (Cho et al., 2013).

Toutefois, le groupe des rats intoxiqués par 'IMD ou le formaldéhyde et traités par

I’extrait d’anis présentent un tissu hépatique avec une organisation cellulaire semblable a celle
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du tissu hépatique de groupe des rats témoins, ce qui indique que le traitement par I’EAP a
entrainé une amélioration modérée des dommages histologiques des tissus hépatiques induits

par ces pesticides.

8. Effets des pesticides et Pimpinella anisum L. sur les paramétres hématologiques :

L’exposition a 1’imidaclopride a permis d’enregistré une diminution significative du
taux des globules rouges (RBC), d'hémoglobine (Hb), et d'hématocrite (HTC) chez les rats
intoxiqués comparativement aux rats témoins. Nos resultats sont complémentaires a ceux
trouvés par (Chakroun et al., 2016 ; Gull et al., 2017) ainsi que les études rapportées par
(Pawara Ravindra et Patel Nisar, 2017 ; Inyang et Korogbegha, 2018) sur I’effet de
I'imidaclopride chez les poissons. La réduction significative de ces parameétres
hématologiques peut étre interprétée soit par une augmentation de la lyse des éléments figurés
du sang soit par une baisse de leur production. Cela pourrait entrainer une anémie et une
leucopénie, comme le rapportent Inyang et Korogbegha (2018). Cela pourrait étre di aux
effets du pesticide sur le systeme hemopoiétique (Kumar et al., 2010).

La réduction du taux d'hémaglobine peut étre due a un faible transport d'oxygene dans
les tissus (Inyang et Korogbegha, 2018). La diminution de la teneur en hémoglobine
indiquée peut étre due aussi a une réduction du taux de sa synthese ou a I’augmentation de son
catabolisme. Sa synthése nécessite du fer qui est généralement obtenu a partir de ferritine
stockée et de sources alimentaires, la réduction de l'apport alimentaire général au I’anorexie
induite par le pesticide chez le rat expérimental, I'absence d'apport supplémentaire en fer
pourraient expliquer la carence en fer essentielle a la synthése de I'némoglobine. Une
diminution du contenu en Hb peut également étre corrélée a la réduction de la taille des
globules rouges ou a I'empéchement de la biosynthése de I'Heme dans la moelle osseuse. Les
valeurs d’hématocrite sont directement corrélées au nombre de globules rouges. Il peut en
résulter une réduction de la taille ou du nombre d'érythrocytes en raison de la diminution du
nombre d'hématocrite chez I'animal intoxiqués (Badawy et al., 2018).

Dans le méme contexte ’analyse statistique révéle une élévation du nombre total de
leucocytes chez le groupe des rats intoxiqués par I’IMD comparativement aux groupes des
rats témoins et intoxiqué traités. Nos résultats sont du méme ordre que ceux de (Chakroun et
al., 2016 ; Pawara Ravindra et Patel, Nisar, 2017 ; Inyang et Korogbegha, 2018). La
raison de cette augmentation pourrait étre expliquée par I'activation du systeme immunitaire et
par la présence d'inflammation dans les tissus hépatiques (Yousef et al. 2003). La leucocytose

observée indique aussi des dommages dus a une infection des tissus corporels, a un stress
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physique important, & une leucémie ou a une mobilisation accrue des leucocytes et peut étre
directement proportionnelle & la sévérité de la condition de stress causative (Celik et al.
2009).Cette possibilité concorde avec notre analyse histopathologique aprés I’exposition a
I’IMD a une dose de 90 mg/kg/jour ayant provoqué une infiltration lymphoide. En fait, les
infiltrats lymphocytaires observés sont un indicateur de lirritabilité et d'inflammation des
cellules.

Les parametres hématologiques liés au transport de l'oxygene (RBC et Hb), aux
mécanismes de défense (WBC) ont tous présenté des altérations marquées entre les groupes
témoins et intoxiqués en réponse a l'insecticide Imidaclopride chez les poissons « Corydoras
punctatus » récemment étudiés, (Pawara Ravindra et Patel Nisar , 2017).Une diminution du
taux d’hémoglobine, de globules rouges et I’augmentation des globules blancs indiquent des
Iésions dues a une infection des tissus corporels, a un stress physique important et a une
leucémie. (Pawara Ravindra et Patel Nisar, 2017). Donc, finalement, l'anémie devient
évidente en raison de cette exposition aux pesticides (Kumar et al., 2010 ; Roy et Nath,
2011 ; Guletal., 2017).

Une réduction significative du nombre des thrombocytes a été observée chez les
animaux exposés a l’imidaclopride par rapport aux animaux témoins. Ces résultats sont
complémentaires aux résultats de (Gawade et al., 2013) qui ont indiques que cette réduction
peut provoquer un risque de lymphopénie et d'immunomodulation . Une réduction similaire
du nombre de plaquettes et une coagulation sanguine perturbée a également été rapportée dans
une étude de toxicité subchronique a I’'lMD chez des rats Wistar femelles (Badgujar et al,.
2013).

Par contre, nos résultats ne concorde pas avec ceux rapportés par (Chakroun et al.,
2016) qui ont constaté que 1’exposition subchronique a l'acrilamide chez les rats wistar a
augmenté le taux sérigue des thrombocytes. En regle générale, les substances toxiques
présentes dans la moelle osseuse, la rate et d’autres organes hématopoiétiques peuvent
provoguer une pancytopénie (Inyang et Korogbegha, 2018).

En outre, les résultats de 1’évaluation des paramétres hématologiques suggérent que
I’administration du Formaldéhyde provoque une réduction significative du taux sérique des
érythrocytes, d'hémoglobine, d'hématocrite, des leucocytes, et des thrombocytes chez les
animaux intoxiqués par rapport aux animaux témoins. Ces résultats sont cohérents avec
plusieurs rapports de littérature (Zhang et al. 2010 ; Zhang et al. 2013 ; Wei et al., 2016 ;

Gerin et al., 2016). Une diminution significative du taux sérique des globules rouges, de la
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concentration d'hémoglobine et du volume de globules rouges chez les oiseaux de groupes
ayant recu du formol a des doses de 15 et 20 mL par tube de culture et de 10 mL/ kg
d'aliments a été observée dans 1’étude de Khan et al. (2006), cette diminution prouve les
effets déléteres du formaldéhyde sur le tissu sanguin ne tendance a la baisse de
I'érythrogramme chez les oiseaux auxquels a été administré des concentrations plus élevées de
formaline, suggere que le FA pourrait avoir un effet inhibiteur sur la synthése de ces cellules
dans la moelle osseuse.

En effet, ’exposition au FA pourrait induire également une toxicité de la moelle
osseuse en affectant la croissance et la survie des progéniteurs myéloides par le biais du stress
oxydatif et des modifications au niveaux de récepteurs CSF (facteurs stimulant les colonies)
(Zhang et al., 2013).

Le formaldéhyde affecte le systeme immunitaire et peut entrainer une modification de
la quantité de differents types de cellules immunitaires (Gerin et al., 2016). Des études
antérieures ont signalé que le nombre de globules blancs, les principaux types de cellules
myeéloides, les lymphocytes ainsi que les globules rouges et les plaquettes étaient
significativement plus faibles chez les travailleurs exposés aux FA que chez les témoins
(Zhang et al., 2013 ; Wei et al., 2016). De méme, les protéines sériques sont principalement
synthétisées dans le foie, la diminution de leur niveau est indicative d'une perturbation dans le
systéme immunitaire (Khan et al., 2006).

Toutefois, les analyses hématologiques ont montré que le traitement avec 1’extrais de
Pimpinella anisum L. a permis d’augmenter le nombre des érythrocytes, d’hémoglobine et
I’hématocrite. Ces résultats sont en accord avec 1’étude précédente de Al-Shammari et al.,
(2017) qui ont indiqué que I’administration des graines d’anis améliore le profil sanguin en
augmentant le taux d’hémoglobine, d’hématocrite et le nombre des globules rouges par
stimulation de la synthése érythrocytaire, différenciation cellulaire, ainsi que la circulation

sanguine.

9. Analyse des deux pesticides aux niveaux hépatique et cérébral par Chromatographie

en phase liquide a haute performance (HPLC) :

Des études antérieures ont montré que la concentration des pesticides et de leur
métabolites au niveau plasmatique et cérébral était généralement corrélée a la sévérité de la
toxicité et aux symptdmes de neurotoxicité, qui augmentaient avec la concentration de

pesticides dans le cerveau (Bhardwaj et al., 2010).
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La détermination du taux de 'IMD au niveau cérébral par HPLC, nous a permis de
constater que la concentration de ce néonicotinoide dan le cerveau est significativement
supérieur a celle des rats témoins et intoxiqués traités. Cela est en accord avec (Mohammed
et al., 2009 ; Bean et al.,, 2019) qui ont prouvé les néonicotinoides en général et
I'imidaclopride en particulier ont la capacité de traverser la barriere hémato-encéphalique
mais avec une faible portion. Dans la présente étude, les changements histologiques cérébraux
provoqués par ’imidaclopride sont également une preuve d’accumulation de ce pesticide dans
le cerveau. Bhardwaj et al. (2010) ont signalé que les cellules de purkinje nécrosées et la
perte de granules dans la couche granulaire de cervelet ont également corroboré les effets
neurocomportementaux, indiquant une accumulation de l'imidaclopride et de ses métabolites
dans le cerveau.

Cependant, le traitement par ’EAP a permis de réduire d’une manicre significative le
taux de 'IMD au niveau cérébral chez les rats intoxiqués. L’effet agoniste de 'IMD sur les
récepteurs nicotiniques de l'acétylcholine, va aboutir a un surplus d'acétylcholine, ce dernier
est normalement dégradé par l'acetylcholinestérase. Le trans-anéthol en tant qu’un composant
majeur de P. anisum L. est un anticholinestérasique en agissant par [I’inhibition de
I'acétylcholinestérase (Goetz, 2011). L’inhibition de son action entraine un allongement de la
durée d'action de I’acétylcholine, une trés grande quantité de ceci pourrait donc étre la cause
pour que l'acétylcholine entre en compétition avec I’imidaclopride sur le méme site de
fixation, ce dernier sera détaché et I'influx nerveux se propage normalement.

En outre, le dosage du formaldéhyde au niveau cerébral est significativement plus
important a celui des animaux témoins et intoxiques traités. Ces résultats sont en accord avec
I’étude de Tong et al. (2016) qui ont signalé que le taux anormalement élevé de formaldehyde
s'accumule dans I'hippocampe de souris et des rats ages. Le FA peut facilement passer a
travers la barriére hémato-encéphalique, et s'accumule progressivement avec I'age (Tong et
al., 2016). Son exposition a long terme peut entrainer une neurotoxicité irréversible (Luo et
al., 2012). De plus, des concentrations élevées de formaldéhyde ont été observées dans le
sang, l'urine et I'hippocampe autopsié de patients atteints la maladie d'Alzheimer, de modeles
de rats, ainsi que dans le cerveau de trois modeles de souris transgéniques par de cette
maladie. Il s’est avéré en préalable, qu’une petite quantité de cette matiere active libre
pourraient atteindre le systéme nerveux en traversant la barriere hémato-encéphalique et
interagir directement avec les cellules nerveuses et provoquer plusieurs altérations

pathologiques et structurales du systeme nerveux (Malek et al., 2003). De méme, il a été
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signalé que l'injection du formaldéhyde dans I'hippocampe a entrainé la mort des neurones
(Tang et al., 2013, Tong et al., 2016). 1l a été rapporté également que les patients atteints la
maladie d’Alzheimer présentent des concentrations ¢levées de formaldéhyde endogéne (Li et
al., 2016), et que son accumulation est progressive avec I'age (Mei et al., 2015 ; Li et al.,
2016).

Néanmoins, I’administration de ’EAP aux animaux intoxiqués par le FA a permis de
réduire le taux de ce dernier au niveau cérébral. Il est avéré que le FA provoque un stress
oxydatif dans le cerveau, et induit des changements dégénératifs dans les neurones de
I'nippocampe (Ozmen et al., 2014). Comme nous avons mentionné auparavant, 1’extrait de la
plante peut étre utilisé pour la prévention de la maladie d’Alzheimer, en agissant sur
I’hippocampe du cerveau (Mushtaq et al., 2019). I1 est bien connu que ’EAP est un puissant
antioxydant en empéchant les neurones cholinergiques du cerveau de subir les dommages
potentiels de I'AChE. L'activité de I'AChE est renforcée par les agents oxydants dans le
cerveau (Rosemberg et al., 2010) et les antioxydants préviennent la perte de mémoire a la
fois en réduisant le niveau d’AChE et en empéchant I'accumulation de métabolites protéiques
toxiques dans les tissus cérébraux (Frank et Gupta, 2005). Une étude phytochimique de
I’EAP a suggéré la présence d'alcaloides et des flavonoides, caractéristiques de l'activité anti-
AChE (Oboh et al., 2012).Ceci vas aboutir a une élévation du taux d’Ach. En revanche, le
stress oxydatif sévéere dans le cerveau provoque une peroxydation des lipides, ce qui
augmente le taux de MDA dans les homogénats de cerveau (Mushtagq et al., 2019), ce taux va
étre réduit par ’utilisation de I’EAP, cela indique un fort potentiel antioxydant de cet extrait.
De méme, 'EAP a également augmenté le niveau des antioxydants endogénes tels que la
SOD, le GSH et le CAT. Ces enzymes sont responsables de la prévention de la peroxydation
lipidique et du maintien de la structure des neurones (Koruk et al., 2004).

Vu les altérations biochimiques et histopathologiques du foie, I’imidaclopride et le
formaldéhyde induisent une hépatotoxicité remarquable suite a leur exposition subchronique a
des doses de 90 mg/kg et 125 mg/kg respectivement. Cela peut confirmer la présence des
traces de ces pesticides au niveau hépatique aprés une analyse par HPLC.

L'apoptose hépatocytaire et la fibrose des tissus hépatiques ont été observées chez
I’Eremias argus (petit lézard des terres agricoles), une accumulation nucléaire significative
s'est produite chez les groupes intoxiqués par I'MD, résultant de Il'accumulation de
métabolites lipidiques (Wang et al., 2014), ce qui indique des dommages importants dus au

stress oxydatif dans le foie (Wang et al., 2019). Le glutathion thiotransféras (GST) est I'un

146 |



Discussion

des principaux indicateurs du systeme de stress antioxydant (Cid et al., 2015). Il a été
rapporté que I''MD induit une baisse de la régulation de I'expression des genes liés a la GST
dans le foie pendant une exposition aigué (Wang et al., 2018). Il a été signalé également que
I'IMD peut causer des effets de stress oxydatif chez d'autres animaux tels que les vers de terre,
poissons, zébres (Ge et al., 2015). Il a été démontré que le thiamethoxam; un néonecotinoide,
entraine une diminution de l'activité des enzymes hépatiques, des taux élevés de bilirubine et
des modifications de la structure hépatique du foie de lapin (ElI Okle et al., 2018).
L'exposition a l'imidaclopride entraine une diminution significative de l'activité de la
superoxyde dismutase hépatique (SOD) et de la concentration de glutathion (GSH) dans le
foie des cailles du Japon (Emam et al., 2018).

Par ailleurs, Teng et al. (2001) ont signale que de faibles niveaux de FA provoquaient
un stress oxydatif dans des hépatocytes de rat en augmentant le taux des ROS et en diminuant
le taux des enzymes antioxydantes. Il a été mentionné auparavant que 1’exposition au
formaldéhyde causant des dommages hépatiques de degrés variables y compris, une fuite
d’ASAT, ALAT et PAL dans le sang suite aux lésions hepatocellulaires et les altérations
histopatologiques severes (Gulec et al., 2006 ; Bakar et al., 2013 ; Gerin et al., 2016). Le
FA développe un effet cytotoxique en formant une réticulation entre les protéines et I'ADN,
entrainant des dommages pouvant entrainer un cancer ou la mort cellulaire, et la formation
d'especes réactives peut accélérer ce processus (Saito et al., 2005; Zararsiz et al., 2007).

En effet, I’exposition des animaux intoxiqués par le FA a ’EAP a permis de réduire le
taux de ce dernier au niveau hépatique. Cela confirme nos résultats précédents a travers
lesquels nous avons conclu que I'extrait de graine d'anis possede des effets protecteurs in
vitro et in vivo contre I'hépatotoxicité, probablement en raison de ses constituants
antioxydants (Jamshidzadeh et al., 2014). L’activité hépatoprotectrice de cette plante est due

de sa richesse en anéthole (Cho et al., 2013).
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Conclusion et Perspectives

Les pesticides constituent un enjeu important pour la qualité de notre alimentation et
de notre environnement. Ils sont aujourd’hui au coeur d’une problématique d’ordre aussi bien
environnementale, avec une contamination de la faune et de la flore, que sanitaire. En effet, de
part leurs propriétés toxiques, les pesticides représentent un réel danger pour I’homme

lorsqu’ils ne sont pas utilisés dans des conditions appropriées.

L’intérét de la présente étude était d’évaluer la toxicité subchronique chez les rats male
adultes des deux pesticides utilises en Algérie a savoir 1’imidaclopride et le formaldéhyde et
d’estimer I’effet thérapeutique de pimpinella anisum L.sur cette toxicité. A la lumiére des

résultats obtenus, on peut conclure que :

L’administration de I’IMD et le FA respectivement par voie orale a dose 90 mg/kg/j et
125 mg/kg/j du poids corporel chez les rats males adultes entraine un effet anorexigéne,

traduit par une réduction du poids corporel ainsi que le poids hépatique et rénal.

L’exposition subchronique aux deux pesticides altére le métabolisme glucidique, en
provoquant une hypoglycémie. Cette exposition induit également des perturbations du
comportement Par I’installation d’un état anxicux, dépressif, une hypoactivité locomotrice et
une atteinte des performances d’apprentissage spatial et de mémorisation, cela a travers

I'utilisation de différentes techniques (Open field, FST, Labyrinthe de Barnes/ aquatique).

L’intoxication aux pesticides (IMD et FA) a provoqué également des altérations dans

le bilan sanguin qui se traduit par :

e Une perturbation des paramétres biochimiques a savoir la réduction de la
concentration plasmatique des biomarqueurs hépatiques (ASAT, ALAT, PAL) et une
élévation des biomarqueurs rénaux (urée et créatinine).

e une modification des parametres hématologiques a savoir la diminution du taux
sanguin des érythrocytes, hémoglobine, hématocrite ainsi qu’une augmentation du
nombre des thrombocytes.

e Un taux réduit/elevé des leucocytes chez les rats exposé aux IMD et FA
respectivement.

En ce qui concerne les analyses histologiques, I'IMD et le FA causent des

modifications structurales et des altérations tissulaires des trois organes ; fois, rein, cerveau.
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Toutefois, le traitement par pimpinella anisum L. a dose de 500mg/kg/j pendant 15
jours a permis de rétablir toutes les valeurs a la normal et atténuer les altérations tissulaires
chez les rats intoxiqués par I’IMD et le FA, ce qui confirme le pouvoir thérapeutique de la

plante sur le dysfonctionnement de divers organes.

A partir de ces données, nous pouvons conclure que I'extrait aqueux de pimpinella
anisum L. pourrait avoir un effet bénéfique potentiel sur les perturbations et les troubles
neurologiques causés par l'intoxication aux pesticides. Cet effet pourrait étre di au potentiel
antioxydant de cette plante, lié a leur richesse en molécules bioactives, essentiellement

I’anéthole.

En outre, l'utilisation des pesticides doit étre parcimonieuse et doit étre réglementée

selon le principe de précaution dans le respect de la santé humaine.

Ce travail de recherche peut étre complété par des études plus approfondi, et comme
perspectives on propose de :

e Evaluation des parameétres de stress oxydatif provoqué par les deux pesticides ainsi
que le pouvoir antioxydant de la plante.

e Dosage des différents neurotransmetteurs et 1’acétylcholine en particulier qui sont
responsables de la neurotoxicité induite par les pesticides.

e Détermination de la composition chimique de I’extrait par HPLC

e Le recours aux cultures cellulaires permet une meilleure appréciation des mecanismes

d’action des pesticides sur les différents tissus (cerveau, foie et rein).

Enfin, d'autres études doivent étre menées pour savoir que le ou les composés sont

responsables de I'effet bénéfique de I'anis et du ou des mécanismes impliqués.
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Résumé La présente étude a été réalisée afin d’évaluer le pou-
voir thérapeutique de I’extrait aqueux de la Pimpinella anisum
L. suite a une exposition a I'imidaclopride (IMD) durant
28 jours chez les rats Wistar. Les résultats relatifs au test
d’open field représentent une réduction significative (p <
0,001) du nombre de carreaux traversés chez le lot intoxiqué
comparé a celui du lot témoin, ce qui traduit une réduction de
I’activité locomotrice. En outre, le test de la nage forcée pré-
sente une augmentation significative (p <0,001) du temps
d’immobilité chez les rats exposés a 'IMD comparativement
aux rats témoins et exposés traités. L’analyse statistique des
données concernant I’épreuve de test de Barnes a montré que
les rats exposés a ce pesticide ont un nombre d’erreurs et un
temps de latence pour rejoindre le trou cible significativement
(p <0,001) plus élevés que ceux des rats témoins et intoxiqués
traités. Ce qui refléte une atteinte des performances d’appren-
tissage et de la mémoire spatiale. En conclusion, I’extrait de
Pimpinella anisum L. présente un effet bénéfique sur le sys-
téme nerveux des rats adultes intoxiqués a I’'IMD.

Mots clés Imidaclopride - Pimpinella anisum L. - Activité
locomotrice - Performances d’apprentissage - Mémoire
spatial

Abstract This study was carried out in order to evaluate the
therapeutic power of the aqueous extract of Pimpinella anisum
L. (EAP) following 28-days exposure to imidacloprid (IMD) in
Wistar rats. The results of the open field test represent a signi-
ficant reduction (P < 0.001) in the number of squares crossed
in the intoxicated lot compared to the control lot, which trans-
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lates into a reduction in locomotor activity. In addition,
the forced swimming test showed a significant increase
(P<0.001) in the immobility time in rats exposed to IMD
compared to control and exposed treated rats. Statistical analy-
sis of the data from the Barnes test showed that rats exposed to
this pesticide have a significant high number of errors and
latency to reach the target hole (P < 0.001) compared to the
control and the intoxicated treated rats, reflecting an achieve-
ment of learning and spatial memory performance. In conclu-
sion, the extract of Pimpinella anisum L. has a beneficial effect
on the nervous system of adult rats poisoned by imidacloprid.

Keywords Imidacloprid - Pimpinella anisum L. -
Locomotor activity - Learning performance - Spatial
memory

Introduction

Pimpinella anisum L. (anis) est une plante aromatique
annuelle qui appartient a la famille des Apiaceae [1]. Elle
est cultivée comme plante condimentaire pour ses graines
aromatiques [2]. Pimpinella anisum L. a plusieurs effets thé-
rapeutiques, cela est di a son importante teneur en anéthol.
Ces graines ont une action antioxydante, antiseptique, anti-
inflammatoire, diurétique, anticonvulsivante, antidépressive,
myorelaxante et des effets neuroprotecteurs [1,3,4].

Les insecticides sont 1’un des principaux polluants de
I’environnement. Bien qu’ils jouent un réle important dans
la protection des cultures contre les ravageurs, ils représen-
tent une grave menace pour la santé humaine lorsqu’ils sont
utilisés d’une fagon irrationnelle [5,6].

L’imidaclopride (IMD) [1-(6-chloro-3-pyridylméthyl)-N-
nitro-imidazolidin-2-ylidéne-amine] est actuellement 1’in-
secticide le plus utilisé au monde, il appartient a la famille
des Néonicotinoides [7]. Sa toxicité sélective résulte de sa
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grande affinité pour les récepteurs nicotiniques de 1’acétyl-
choline chez les insectes par rapport aux mammiféres.
L’IMD agit sur les récepteurs nicotiniques postsynaptiques
de I’acétylcholine. Apres sa liaison, les impulsions nerveu-
ses sont spontanément libérées, suivies de I’incapacité du
neurone a propager le moindre signal. L’activation prolon-
gée du récepteur résulte de I’incapacité des acétylcholinesté-
rases & décomposer le pesticide, ce processus de liaison est
irréversible [8]. Il est actif a une trés faible dose, et en fonc-
tion de la dose, I’inactivation du systéme nerveux peut
entrainer la mort des personnes touchées directement, ou
une série de troubles tels qu’incoordination, paralysie, perte
d’orientation et la thermorégulation [6,9].

L’exposition a ’IMD entraine des modifications biochi-
miques, histopathologiques et ultrastructurales marquées
dans divers organes, de sorte qu’il s’est avéré étre un agent
puissant de la toxicité hépatique, néphrétique et neurolo-
gique. L’exposition chronique a I'IMD induit également
une inflammation et un stress oxydatif dans le foie et le sys-
téme nerveux central du rat [7].

L’intérét de ce travail est d’évaluer I’effet thérapeutique
de I’extrait aqueux de Pimpinella anisum L. (EAP) sur des
rats Wistar males adultes exposés a I’IMD, en se fondant sur
une étude neurocomportementale.

Matériels et méthodes
Matériel végétal

Selon la méthode d’Hosseinzadeh et al. [10], ’EA a été pré-
paré a partir des graines pulvérisées. En réalisant la méthode
de décoction, 100 g de poudre ont été mélangés avec 100 ml
d’eau distillée, le mélange a été mis sous agitation pendant
15 minutes avec (température <a 100 °C). Aprés refroidis-
sement, le décocté obtenu est ensuite filtré, puis lyophilisé.
Le rendement d’extraction était de 17,18 %.

Matériel chimique

L’insecticide testé est le « Confidor™ OD » [CAS n° 138261-
41-3] renfermant 19,42 % de maticre active qui correspond a
une concentration de 200 g/l de ’'IMD, il est produit par la
firme chimique allemande Bayer.

Répartition des groupes

Les expériences sont réalisées sur des rats males adultes de
souche Wistar pesant 100 a 120 g. Ils sont disposés dans une
animalerie ventilée, a une température de 21 = 1 °C avec un
éclairage artificiel qui établit un cycle jour/nuit (jour entre
7 et 19 h). Les animaux sont maintenus en période de stabi-
lisation deux semaines avant 1’expérimentation.

I!avoisier

IIs ont été divisés au hasard en trois groupes comprenant
chacun sept animaux ; EAP et IMD ont été administrés par
gavage :

e groupe | : rats témoins regoivent I’eau de boisson ;

® groupe 2 : rats traités par la dose 90 mg/kg d’IMD pendant
28 jours ;

® groupe 3 : rats intoxiqués par IMD pendant 28 jours qui
sont ensuite traités par ’EAP pendant 15 jours a une dose
de 500 mg/kg.

Tests de comportement
Test de Popen field

Ce test est réalisé afin d’évaluer I’activité locomotrice des
rats. L’aréne utilisée est une boite rectangulaire ouverte
(90 x 70 x 60 cm), a fond noir, et des lignes blanches au
sol délimitaient des carreaux (10 x 10 cm). Chaque rat est
initialement placé dans un des quatre coins de ’open field,
la téte orientée vers un coin. Son comportement est observé
pendant six minutes ; entre chaque essai, on nettoie la cage
avec 1’éthanol 70 %. Six parametres sont mesurés par 1’ex-
périmentateur : le temps de latence (exprimé en secondes), le
nombre total de carreaux traversés, le nombre de visites dans
les neuf carreaux du centre, le nombre total de redresse-
ments, le nombre total de toilettages et le nombre total de
défécations. Ce test analyse le comportement exploratoire
du rat dans un espace clos. On I’utilise avant tout pour mesu-
rer ses fonctions motrices, mais aussi, pour évaluer son degré
d’anxiété. Un animal anxieux évite le centre du terrain qui
est ouvert et reste au périphérique [11].

L’épreuve de la nage forcée

Le test de la nage forcée (Forced Swimming Test) est un
modéle comportemental permettant la sélection de molécu-
les a activité antidépressive [12]. Les rats sont placés indivi-
duellement pendant six minutes dans un cylindre en verre
(hauteur : 39 cm, diamétre : 20,7 cm) rempli aux deux tiers
d’eau 222 + 1 °C, dans lequel il n’y a aucune issue possible.
L’animal est considéré comme étant immobile lorsqu’il flotte
en position verticale et ne fait que quelques mouvements afin
de maintenir sa téte hors de I’eau. Cette immobilité est inter-
prétée comme étant le reflet d’un « désespoir comportemen-
tal », qui survient lorsque I’animal réalise qu’il pourrait ne
pas s’en sortir. La durée d’immobilité est révélatrice du
degré de désespoir chez I’animal (Fig. 1).

Labyrinthe de Barnes

Le labyrinthe de Barnes est une approche comportementale
pour mesurer rapidement et efficacement I’apprentissage et
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Fig. 1 Le temps d’immobilité durant le test de la nage forcée
des rats témoins, intoxiqués par I’imidaclopride (90 mg/kg) et into-
xiqués traités. Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM
(***p <0,001)

la mémoire visuospatiale chez les rongeurs. Le dispositif est
constitué d’une plateforme circulaire en bois (100 cm de
diamétre, hauteur : 65 cm) élevée avec 12 trous égaux (dia-
métre du trou : 10 cm) situés a 9 cm de la bordure et séparés
d’une distance constante. Sur ce dispositif, les rats utilisent
des repéres visuels extralabyrinthe pour localiser un trou
équipé d’une cavité ou il peut s’enfuir, cette derniére a été
maintenue sous 1’un des trous au bord de la plateforme. Cette
boite d’échappement est restée dans une position constante
par rapport a la piéce tout au long du test [13]. Le rat est
placé au centre de la plateforme dans une chambre fortement
éclairée et riche en indices spatiaux localisés de manicre
constante. Le rat explore librement la plateforme jusqu’a
trouver la cible dans laquelle il s’échappe. Le rat qui n’a
pas trouvé la boite cible en six minutes doit étre guidé dou-
cement vers son emplacement. Chaque rat réalise trois essais
par jour pendant cinq jours. Tous les animaux sont restés
dans la boite cible pendant 60 secondes aprés leur entrée.
Le sixiéme jour, les rats sont soumis a une premiére épreuve :
le rat est déposé au centre de la plateforme de fagon iden-
tique aux essais, mais les 12 trous sont bouchés. Deux para-
metres sont mesurés : la latence nécessaire a I’animal pour
rejoindre le trou donnant accés a la caisse, le nombre d’er-
reurs effectuées, c’est-a-dire le nombre de visites aux trous
non reliés a la caisse (un trou est considéré comme visité
lorsque le rat y passe la téte).

Dosage de I’'imidaclopride au niveau cérébral
Chromatographie en phase liquide a haute performance
L’analyse par chromatographie en phase liquide a haute per-

formance (HPLC) est réalisée sur un appareil Agilent 1260
équipé d’un systéeme de pompe quaternaire, muni d’un

détecteur UV (272 nm), réalisée sur colonne Beckman Ultra-
spére®, ODS, 5 ux 4,6 mm x 25 cm. La phase mobile est
isocratique, composée de 70 % d’eau et de 30 % d’acétoni-
trile, le débit est de 1 ml/min et le volume d’injection est de
20 pl. Cette méthode d’analyse permet d’identifier et de
quantifier ’'IMD dans le cerveau des rats.

Résultats
Comportement de type dépressif (test de la nage forcée)

L’analyse statistique présente un temps d’immobilité (TIM)
significativement (p < 0,001) supérieur chez les rats intoxi-
qués par 'IMD (90 mg/kg) par rapport a celui des rats
témoins et intoxiqués traités (Fig. 1).

Evaluation d’un comportement d’exploration : test
d’open field

L’exposition & I’'IMD provoque une réduction significative
(» <0,001) du nombre de carreaux traversés et du nombre de
redressements et une diminution significative (p <0,01) du
nombre de visites au centre, avec une augmentation signifi-
cative (p < 0,01) du nombre de défécations chez les rats into-
xiqués comparativement aux témoins. De plus, les données
obtenues montrent qu’il n’y a aucun changement significatif
sur le nombre de toilettages et le temps de latence chez tous
les lots (Fig. 2).

Labyrinthe de Barnes

L’exposition a I'IMD induit chez les rats intoxiqués
au cours du premier, troisiéme et le cinquieéme jour d’ap-
prentissage une ¢lévation significative respectivement
(»<0,05; p<0,001 ; p<0,001) du nombre d’erreurs
comparativement aux rats t¢émoins. De méme, les rats into-
xiqués par I'IMD puis traités par ’EAP ont un nombre
d’erreurs significativement (p <0,001) diminué au cours
des troisieme et cinquieme jours par rapport aux rats into-
xiqués. Dans le méme contexte, les résultats relatifs a ce

Nombre de Nombre de Toil Défécati

Groupes Temps de

latence carreaux carreaux
traversés visités au

centre

IMD 1,42 40,71 72,85£13,78*** | 0,42+ 9,57 +1,34%** 4,28 30,74

0,29%* 6,57 1,26 L

IMD-EAP | 0,85 0,55 100,42+6,82 1,28+0,68 11,57+1,39 6,14 0,50 2,71+1,10

Témoins 1,28 40,74 161,28 7,99 6,7112,62 22,42 £4,30 542+0,84 1,28+0,42

Fig. 2 Effet de I’exposition a I’imidaclopride sur 1’activité loco-
motrice (test open field) les rats témoins, intoxiqués, et intoxi-
qués traités. Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM
(***p < 0,001 ; **p <0,01)
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test ne présentent aucune signification au cours des
deuxiéme et quatriéme jours (Fig. 3).

Au cours des premier, troisiéme, quatriéme et cinquiéme
jours d’apprentissage, les rats intoxiqués par I’IMD ont un
temps passé avant de trouver la cible significativement (p <
0,001) supérieur a celui des rats témoins ainsi qu’au
deuxiéme jour (p <0,01). Par ailleurs, I’administration de
I’EAP aux animaux exposés a I'IMD améliore de maniére
significative leurs performances d’apprentissage spatial
comparés aux animaux intoxiqués non traités en termes de
temps de séjour avant de trouver la cible au cours des troi-
siéme, cinquieme (p < 0,001), et quatriéme jours (p < 0,05)
(Fig. 4).

Le traitement statistique des données concernant la phase
de mémorisation a révélé que les animaux exposés a ce pes-
ticide ont un temps passé avant de trouver la cible significa-
tivement (p <0,05 ; p <0,001) supérieur a celui des ani-
maux intoxiqués traités et témoins (Fig. 5).

L’administration orale de 1’extrait d’anis a provoqué une
réduction significative (p < 0,001) du nombre d’erreurs chez
le lot intoxiqué comparativement au lot intoxiqué non traité.
Dans le méme contexte, les animaux intoxiqués présentent
un nombre d’erreurs significativement (p < 0,01) important
par rapport a celui des animaux témoins (Fig. 6).

Les résultats obtenus concernant le dosage de 'IMD au
niveau cérébral montrent une €lévation significative (p <
0,001) du taux cérébral de 'IMD chez les rats intoxiqués
par rapport aux rats témoins et intoxiqués traités (Fig. 7).

Discussion

Le principal site d’action de ’IMD est le systéme nerveux
[6]. Ce pesticide a montré des effets neurologiques et des
troubles neurocomportementaux [14]. Les résultats enregis-
trés concernant le test de champ ouvert (open field) montrent
que durant les six minutes, le pesticide a provoqué une dimi-
nution significative de ’activité locomotrice chez les rats
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Fig. 3 Nombre total d’erreurs pour les rats témoins, intoxiqués
par I'IMD et intoxiqués traités au cours de la phase d’acquisi-
tion. Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM (*p < 0,05 ;
**¥p <0,001)
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Fig. 4 Le temps de latence avant trouver le trou cible chez les rats
témoins, intoxiqués (90 mg/kg d’IMD) et intoxiqués traités au cours
de la phase d’acquisition. Les valeurs sont exprimées en moyenne
+ SEM (*p < 0,05 ; **p < 0,01 ; ***p <0,001)

120
S
g
é 100 -
hadiiry
88 80 ® IMD
t o %
& o i IMD-EAP
238 60 b
] g kkk i Témoins
v £
o + 40
2 o
w
Qo
€ 20
(7]
[t

0 - ‘

Lots

Fig. 5 Le temps d’exploration pour atteindre le trou cible lors
de I’épreuve (sixiéme jour) chez les sujets témoins, intoxiqués
par IMD et intoxiqués traités. Les valeurs sont exprimées
en moyenne + SEM (*p < 0,05 ; ***p <0,001)
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Fig. 6 Le nombre d’erreurs lors de 1’épreuve (sixiéme jour)
chez les rats témoins, intoxiqués et intoxiqués traités. Les valeurs
sont exprimées en moyenne = SEM (¥*p < 0,01 ; ***p <0,001)

intoxiqués, ces résultats sont en accord avec les travaux de
Lonare et al. [14] et de Bhardwaj et al. [15] qui ont montré
une diminution d’activités horizontale et verticale chez les
rats exposés a I’IMD. La réduction d’activité locomotrice a
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Groupes Temps de rétention en min Concentration pg,g*

Témoin 6.880 0,000
IMD 6.880 39.22042,90***
IMD-EAP 6.880 17.930+1,450

Fig. 7 Analyse de I’imidaclopride dans le cerveau par chromato-
graphie en phase liquide & haute performance (HPLC) chez les rats
témoins intoxiqués (90 mg/kg d’IMD) et intoxiqués traités. Les
valeurs sont exprimées en moyenne + SEM (***p < 0,001)

révélé I’accumulation de I’'IMD ou de ses métabolites dans le
cerveau [15]. Brunet et al. [16] ont également signalé que
I’'IMD est fortement absorbé dans les cellules intestinales
humaines suggérant ses effets potentiels ; et d’aprés Taparia
[17], il induit une douleur et une faiblesse musculaire.
L’administration de ’EA d’anis vert a augmenté cette acti-
vité, mais d’une facon non significative. Nos résultats
concordent avec celles obtenues par Gamberini et al. [3].
Boskabady et Ramazani-Assari, [18] ont trouvé que I’huile
essentielle d’anis (HEA) a un effet relaxant musculaire par
I’inhibition des récepteurs muscariniques d’acétylcholine.

Cependant, il a été démontré que Pimpinella anisum L.
peut améliorer I’activité Na"/K" ATPase [19], elle joue un
role important dans la régulation de I’excitabilité neuronale.

En ce qui concerne le test de la nage forcée, les rats into-
xiqués par I’'IMD ont un TIM significativement plus impor-
tant que les rats témoins. L’incapacité de nager est un déses-
poir comportemental qui prouve ’effet dépressif de I’'IMD,
cela est similaire avec I’étude de Karatas [20], qui a montré
que I’IMD provoque une légere dépression du systéme ner-
veux. Le désordre dépressif est li¢ & un dysfonctionnement
ou a un hypofonctionnement du systéme sérotoninergique
[21,22]. Sachant que les récepteurs neuronaux de 1’acétyl-
choline nicotinique (nAChRs) font partie de la famille des
récepteurs ionotropes « Cys-loop » incluant les récepteurs a
la sérotonine (de type 5-HT3) [23,24], I'IMD peut provoquer
des perturbations au niveau du systéme sérotoninergique.

En revanche, les rats intoxiqués par la dose de 90 mg/kg
et traités par I’extrait d’anis ont une réduction significative
du TIM. Cela est en accord avec 1’étude de Samojlik et al.
[25] qui ont trouvé que ’HEA a un effet antidépressif. Selon
Kahloula et al. [26], ’anis vert posséde un effet neuroprotec-
teur qui est probablement di a I’amélioration de la modula-
tion des fonctions NMDA telles que 1’activation des sites des
récepteurs NMDA. L’HEA peut induire I’excitabilité neuro-
nale, qui a été attribuée a I’activation des canaux Ca”* ou a
I’inhibition du canal dépendant de la tension Ca>*/K " [27].

Par ailleurs, le test de Barnes est un test qui évalue 1’ap-
prentissage et la mémoire spatiale, ce dispositif a montré que
durant la phase d’acquisition et le jour d’épreuve, les résultats
enregistrés dévoilent un nombre d’erreurs et un temps de
latence pour rejoindre la cible significativement supérieurs
chez les animaux exposés a 'IMD comparés aux animaux

témoins et intoxiqués traités par I’EA. Cela montre clairement
que ce pesticide diminue d’une facon importante les perfor-
mances d’apprentissage spatial et la mémorisation au cours de
ce test. Ces observations s’opposent avec les travaux de Beer
et al. [28], Kutlu et Gould [29] et concordent avec celles de
Mondal et al [30] qui démontrent la réduction des capacités
d’apprentissage aprés 1’exposition a I’acétamipride (insecti-
cide néonicotinoide), et Taparia [17] qui a révélé que I’expo-
sition aux néonicotinoides, a savoir I'IMD et I’acétamipride,
provoque une altération de la mémoire a court terme. Selon
les études réalisées par Decourtye et al. [31], Decourtye et al.
[32], et Farooqui [33], ’administration du néonicotinoide,
I’IMD, altére 1’apprentissage et la mémoire olfactifs chez les
abeilles. Les récepteurs nicotiniques de 1’acétylcholine (cible
d’IMD) sont largement distribués dans tout 1’hippocampe
[34]. Ils ont un réle dans I’encodage des nouveaux souvenirs
apres leur activation [35].

D’aprés Mondal et al. [30], ’acétamipride agit de facon
agoniste sur les récepteurs neuronaux du nAChRs. La dispo-
nibilité de I’acétamipride dans I’hippocampe ouvre les récep-
teurs ionotropes, cela est suivi par un flux positif d’ions dans
la cellule, entrainant une excito-toxicité. Mais une ouverture
répétitive du nAChR provoquant une désensibilisation du
récepteur et du canal ionique et évitant ainsi I’écoulement de
Ca”" a travers la membrane. La désensibilisation est une pro-
priété commune des nAChR [36]. Cependant, les neurotrans-
metteurs inhibiteurs tels que ’acide y-aminobutyrique et la
glycine libérés au niveau synaptique par les synoptosomes
rentrent en compétition avec le glutamate. L’effet néfaste sur
les interneurones GABAergiques conduit a des déficits d’ap-
prentissage et de mémoire chez la souris [37].

Par contre, ’EAP a amélioré d’une fagon significative les
performances d’apprentissage et de la mémoire spatiale.
Parmi de nombreuses huiles végétales, 1’anis a des effets
bénéfiques sur les troubles de la mémoire, la dépression,
I’ischémie cérébrale et la maladie d’Alzheimer [38].

En outre, la détermination par HPLC du taux de I’IMD
au niveau cérébral nous a permis de constater que le taux
de ce néonicotinoide dans le cerveau est significativement
supérieur a celui des rats témoins. Cela est en accord avec
Testud et Grillet [39], Badawy et al. [8] qui ont prouvé
que ’IMD inhibe la transmission de I’influx nerveux au
niveau des synapses cholinergiques en se liant de maniére
irréversible aux récepteurs nicotiniques postsynaptiques de
I’acétylcholine.

Cependant, le traitement par ’EAP a permis de réduire le
taux de I’'IMD au niveau cérébral chez les rats intoxiqués.
L’effet agoniste de I’'IMD sur les récepteurs nicotiniques de
I’acétylcholine va aboutir a un surplus d’acétylcholine, ce
dernier est normalement dégradé par 1’acétylcholinestérase.
Le trans-anéthol en tant que composant majeur de Pimpi-
nella anisum L. est un anticholinestérasique agissant par
I’inhibition de 1’acétylcholinestérase [40]. L’inhibition de
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son action entraine un allongement de la durée d’action de
I’acétylcholine, une trés grande quantité de cela pourrait
donc en étre la cause pour que I’acétylcholine entre en com-
pétition avec I’'IMD sur le méme site de fixation, ce dernier
sera détaché et I’influx nerveux se propagera normalement.

Conclusion

A travers cette expérimentation, nous pouvons conclure
que I’EAP pourrait avoir un effet bénéfique potentiel
sur les troubles neurologiques causés par l’intoxication a
I’IMD.

Liens d’intéréts : les auteurs déclarent ne pas avoir de liens
d’intéréts.
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