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Résumé

La présente étude vise a évaluer l'effet toxique d’une formulation insecticide « Voliam
Targo®  063SCe » (VT), composée de deux molécules actives I’abamectine et le
chlorantraniliprole, sur les paramétres biochimiques et les aspects histologiques et
immunohistochimiques chez le lapin male Oryctolagus cuniculus. D’autre part, nous nous
sommes intéressées a rechercher l'effet protecteur possible d’une supplémentation de 1’huile
essentielle de Thymus vulgaris (HET) contre la toxicité expérimentale du VT. Vingt lapins males
ont été répartis en quatre groupes (n = 5) et traités oralement pendant 21 jours : groupe témoin;
groupe traité par le VT; groupe traité par HET et groupe traité par VT + HET. A la fin de
I'expérimentation, des échantillons de sang ont été collectés pour I’analyse biochimique
(créatinine, acide urique, ALAT, ASAT, yGT, glucose et bilan lipidique). Par la suite, les lapins
ont été sacrifiés et les organes cibles (rein, cerveau, cceur et foie) ont été soigneusement prélevés
et fixés dans du formol a 10% pour 1’étude histologique et immunohistochimique. L’extraction
de 'HET par hydrodistillation nous a permis d’obtenir une huile essentielle avec un rendement
de 0.30% et la caractérisation de cette huile par CG/SM indique que le composant majeur est le
carvacrol (86,25%). L’évaluation de I’activité anti-radicalaire de 1’huile essentielle nous améne a
déduire que I’extrait du thym présente un fort pouvoir antioxydant en piégeant les radicaux
DPPH (CI50= 28.15 *+ 0.04 mg/ml, IAA=3.03). Nos résultats indiquent que le traitement par le
VT a provoqué des variations des parametres biochimiques de la fonction rénale et hépatique,
notamment une augmentation significative (p < 0.05) du taux plasmatique de la créatinine,
I’acide urique, ALAT, ASAT, y-GT et glucose ainsi une diminution significative du taux de TC,
LDL-C et LDL-C/HDL-C chez le lot VT par rapport au lot témoin. De plus, I’étude histologique
a montré que le VT a causeé des lésions treés marquées au niveau des différents tissus: rénal (une
congestion vasculaire, dilatation des tubes proximaux et distaux, et infiltration des leucocytes) ;
nerveux (vacuolisation de neuropile avec une perte de la structure tissulaire de cortex cerébral,
cedéme importante au niveau de 1I’hippocampe et du cervelet avec des changements dégénératifs
des neurones pyramidaux et des cellules du Purkinjie) ; cardiaque (congestion vasculaire avec
infiltration des cellules inflammatoires) et hépatique (dilatation des veines, infiltration des
leucocytes et une stéatose hépatocytaire, avec accumulation des fibres de collagéne au niveau
des espaces portes). Par ailleurs, la supplémentation de 1’huile essentielle de thym avec le VT a
diminué remarquablement le niveau de la toxicité de ce dernier, en modulant les niveaux des
marqueurs biochimiques et en améliorant la structure tissulaire des organes touchés (rein,
cerveau, cceur, foie). En outre, ’examen immunohistochimique montre un immuno-marquage
cytoplasmique positif de ’expression des protéines Bcl-2 et AFP au niveau hépatique chez le
groupe traité¢ par VI+HET, alors qu’une expression négative a été observée dans le groupe traité
par le VT. A la lumiére de nos résultats, on peut conclure que le VT est potentiellement toxique
chez le lapin et la supplémentation de I’huile essentielle de thym riche en carvacrol procure un
effet protecteur contre la néphro-hépatotoxicité, la neurotoxicité et la cardiotoxicité induite par
ce pesticide.

Mots clés: VoliamTargo®, Biochimie, Histopathologie, Immunohistochimie, Thymus vulgaris
L., Huile essentielle, Lapin.



Abstract

The present study aims to evaluate the toxic effect of an insecticide formulation « VVoliam
Targo® 063SCe » (VT), composed of two active molecules abamectin and chlorantraniliprole,
on biochemical parameters, histological and immunohistochemical aspects in male rabbit
Oryctolagus cuniculus. On the other hand, we aim to investigate the possible protective effect of
Thymus vulgaris essential oil of (TEO) supplementation against the experimental toxicity of VT.
Twenty male rabbits were allocated into four groups (n = 5) and treated orally for 21 days:
Control group, VT-group, TEO-group, and VT + TEO-group. At the end of the experiment,
blood samples were collected for biochemical analysis (creatinine, uric acid, ALT, AST, yGT,
glucose, and lipid profile). The rabbits were then sacrificed and the target organs (kidney, brain,
heart and liver) were carefully removed and fixed in 10% formalin for histological and
immunohistochemical analysis. The extraction of TEO by hydrodistillation allowed us to obtain
an essential oil with a yield of 0.30% and the characterization of this oil by GC/MS indicates that
the major component is carvacrol (86.25%). The evaluation of the anti-free radical activity of the
essential oil show that the thyme extract has a strong antioxidant capacity by scavenging DPPH
radicals (1C50 = 28.15 £ 0.04 mg/ml, 1AA = 3.03). Our results revealed that VT treatement
caused changes in kidney and liver function biomarkers, as evidenced by the significant increase
(p <0.05) in the plasma level of creatinine, uric acid, ALT, AST, y- GT and glucose, as well as a
significant decrease in the level of TC, LDL-C and LDL-C/HDL-C in the VT-group compared to
the control group. In addition, VT was found to induce markerd histopathological alterations in
various tissues of treated rabbits, mainly kidney (vascular congestion, dilation of the proximal
and distal tubules, and infiltration of leukocytes) ; brain (vacuolation of neuropil with loss of
tissue structure of the cerebral cortex, significant edema in the hippocampus and cerebellum with
degenerative changes in pyramidal neurons and Purkinjie cells) ; heart (vascular congestion with
infiltration of inflammatory cells), and liver tissues (dilation of the wveins, infiltration of
leukocytes and hepatocytic steatosis, with accumulation of collagen fibers in the portal area).
Furthermore, supplementation of thyme essential oil with VT significantly reduced the level of
toxicity of the latter, by modulating the biochemical markers levels and by improving the tissue
structure of the affected organs (kidney, brain, heart, liver). Moreover, the immunohistochemical
study showed positive cytoplasmic staining for Bcl-2 and AFP proteins in liver of VT+TEO-
group, while a negative expression was noted in VT-group. In the light of our findings, it can be
concluded that VT is potentially toxic in rabbits and supplementation with carvacrol-rich thyme
essential oil exerts a protective effect against VT-induced nephro-hepatotoxicity, neurotoxicity
and cardiotoxicity.

Keywords: VoliamTargo®, Biochemistry, Histopathology, Immunohistochemistry, Thymus
vulgaris L., Essential oil, Rabbit.
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INTRODUCTION

L’organisme humain est constamment et inévitablement exposé a une variété de
contaminants ; parmi lesquels figurent les pesticides. Ces derniers sont devenus la pierre
angulaire des systemes agricoles mondiaux, permettant une amélioration substantielle des
rendements des cultures afin de répondre aux besoins alimentaires d’une population mondiale
grandissante (Carvalho, 2017). Toutefois, derriére ces bienfaits, se cachent des effets nocifs sur
I'environnement et la santé humaine (Benedetti et al., 2017).

L’utilisation intensive des pesticides a conduit a leur dissémination dans tous les milieux
de I’environnement. De nombreux pesticides ne sont pas facilement dégradables, ils persistent
dans le sol, s'infiltrent dans les eaux souterraines et dans les eaux de surface. En fonction de leurs
propriétés chimiques, ils sont susceptibles d’étre progressivement bio-accumulés tout au long de
la chaine alimentaire, voire méme dans différentes matrices biologiques (sang, urine, liquide
céphalorachidien...) (Ali et al., 2000 ; Rubensam et al., 2013 ; Khaldoun Oularbi et al.,
2017 ; Zheng et al., 2020).

Au cours des dernieres années, des données scientifiques établissent un lien causal entre
I’exposition aux pesticides et la survenue de plusieurs pathologies humaines, en particulier le
cancer, les maladies neurologiques et cardio-vasculaires ainsi que les troubles de la reproduction.
Ces polluants peuvent aussi affecter les fonctions rénales, hépatiques et respiratoires (Pereira et
al., 2015; Nicolopoulou-Stamati et al., 2016 ; Kalyabina et al., 2021) .

Le «Voliam Targo® 063SCe» (VT) est un nouvel insecticide et acaricide a large spectre
commercialisé en Algérie depuis 2011 (ACTA, 2015). Il s'agit d’un mélange de deux
insecticides, I'abamectine (ABA) et le chlorantraniliprole, appartenant a deux familles chimiques
différentes : les avermectines et les diamides anthraniliques respectivement. La synergie de ces
deux principes actifs offre une meilleure efficacité du VT chez les insectes grace a son action sur
les récepteurs de la ryanodine et les canaux chlorures. Ce biopesticide est efficace sur plusieurs
ravageurs clés des fruits et légumes. Le Voliam Targo® est considéré comme étant I’insecticide
redoutable contre Tuta absoluta sur tomate, carpocapse et acariens sur le pommier (Diaz-
Fleischer et al., 2016).

L’ABA est une lactone macrocyclique ; un mélange d'avermectines contenant plus de 80 %
d'avermectine Bla et moins de 20 % d'avermectine Blb. Les avermectines sont largement
utilisées dans le monde entier en médecine vétérinaire et humaine pour se protéger contre un

large spectre d'infections parasitaires et en agriculture pour la lutte antiparasitaire. L’ABA est
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généré sous forme d’un produit de fermentation par l'actinomycete Streptomyces avermitilis
(Fent, 2014). 1l exerce son effet par une liaison de haute affinité aux canaux chlorure glutamate-
dépendants (Kolar et al., 2008) ; il est considéré comme trés toxique pour les insectes et les
poissons et peut également étre toxique pour les mammiferes (Jenci¢ et al., 2006 ; Bai et
Ogbourne, 2016 ; Disner et al., 2021).

Le chlorantraniliprole est un nouvel insecticide a base de diamide anthranilique, efficace
pour lutter contre les parasites Iépidopteres et certaines espéces des ordres Coléopteres, Dipteres
et Hémipteres (He et al., 2019). Cet insecticide possede un mode d'action unique ; il se lie
sélectivement et active les récepteurs de la ryanodine des insectes, ce qui stimule la libération et
I'épuisement des réserves internes de calcium du réticulum sarcoplasmique dans les muscles,
provoguant ainsi une altération de la régulation des muscles, la paralysie et finalement la mort
des especes sensibles (Lai et Su, 2011). Le chlorantraniliprole est non polluant et est considéré
comme une alternative promotrice des insecticides conventionnels les plus toxiques, en raison de
sa tres faible toxicité vis-a-vis des animaux non cibles (Han et al., 2012 ; Lavtizar et al., 2016 ;
Nawaz et al., 2017).

C’est ainsi que, nous nous sommes intéressés a entreprendre ce travail de thése qui a pour
objectif principal d’examiner I’impact toxicologique de I’insecticide VoliamTargo®sur les
parametres biochimiques, les aspects histologiques et I’examen des marqueurs de la prolifération
cellulaire chez le lapin male de souche synthétique (Oryctolagus cuniculus). Cette étude
s’intéresse plus précisément a la mise en évidence des effets neurotoxiques, néphro-
hépatotoxiques et cardiotoxique du Voliam Targo® en mettant 1’accent sur ’expression de
quelques marqueurs de prolifération cellulaire, a savoir la Bcl-2 et ’alpha feetoprotéine, au
niveau de I’organe de détoxification « le foie ».

Aujourd'hui, alors que la thérapeutique moderne se développe, il y a une tendance
croissante a la phytothérapie pour traiter divers problémes de santé. Le recours au traitement par
les plantes ainsi que la recherche des nouvelles substances a activités biologiques constituent une
des plus grandes préoccupations scientifiques.

La flore algérienne est caractérisée par sa diversité florale : Méditerranéenne, Saharienne et
une flore paléo tropicale, estimée a plus de 3000 espéces appartenant a plusieurs familles
botanique. Ces espéces sont pour la plupart spontanées avec un nombre non-négligeable (15%)
d’especes endémiques (Ozenda, 1977). De par sa situation géographique, d’une grande variation

climatique et de grandes ressources hydriques, I’ Algérie abrite un ensemble d’espéces végétales
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dotées de pouvoirs thérapeutiques divers, témoignant ainsi d’une richesse inestimable de la
pharmacopée traditionnelle.

Dans la présente étude, nous avons mis en lumiére I’huile essentielle d’une espéce trés
répandue en Algérie et largement utilisée en médecine traditionnelle, le thym (Thymus vulgaris
L). Le thym est une plante aromatique vivace de la Famille des Lamiacées, originaire de la
région méditerranéenne (Patil et al., 2021). Les feuilles du thym et son huile essentielle sont
couramment utilisées en culinaires, comme conservateurs alimentaires naturels et également
dans la médecine traditionnelle. En effet, il a été rapporté que le thym est doué de nombreuses
propriétés thérapeutiques intéressantes, notamment des propriétés antimicrobiennes,
anticancéreuses, anti-inflammatoires, analgesiques et antioxydantes ; il a également été suggéré
comme un substitut naturel des antioxydants synthétiques (Rasooli et al., 2006 ; Galovi¢ova et
al., 2021 ; Patil et al., 2021 ; Rizwan, 2021).

Ainsi, le deuxieme objectif de ce travail de theése portera sur I’étude de 1’éventuel effet
protecteur d’une supplémentation de 1’huile essentielle de thym (Thymus vulgaris) suite a une
toxicité subaigué induite par le Voliam Targo® chez le lapin male (Oryctolagus cuniculus), en se
focalisant sur les paramétres biochimiques de la fonction rénale, hépatique et le bilan lipidique
ainsi que I’histopathologie de certains organes vitaux (rein, cerveau, cceur et le foie) et
I’expression de la Bcl-2 et I’alpha feetoprotéine au niveau hépatique.

Le présent manuscrit comporte deux grandes parties. La premiére englobera quatre
chapitres sur une synthese bibliographique. Dans le premier chapitre, nous exposons des
généralités sur les pesticides et en particulier le Voliam Targo®. Le deuxiéme chapitre portera sur
une description botanique générale de I’espece étudiée (Thymus vulgaris), sa répartition
géographique et son utilisation en médecine traditionnelle ainsi qu’un apercu sur son huile
essentielle. Dans le troisieme chapitre, seront abordés les aspects anatomo-histologiques des
organes cibles. Une attention particuliere sera apportée, dans le quatrieme chapitre, sur les deux

marqueurs de prolifération cellulaire : Bcl-2 et I’alpha foetoprotéine.

Nous présenterons ensuite, dans une seconde partie expérimentale, le dispositif
expérimental et les techniques utilisées au cours de la these. Enfin, nous présenterons les
résultats obtenus au cours de notre étude et une discussion globale sera faite relativement aux

apports de cette thése et aux nouvelles questions qui en découlent en perspectiv
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1. Généralités sur les pesticides

1.1. Définition des pesticides

Le terme « pesticide » provient de 1’association du mot anglais « pest », lequel provient du
latin « pestis » (fléau, calamité), qui signifie animal, insecte, plante ou nuisible (virus, bactérie,
champignon, ver, mollusque, insecte, rongeur, oiseau et mammifere) susceptibles d’étre nuisible
a ’lhomme et a son environnement et du suffixe «cide » ((latin -cida, du verbe latin caedo,
caedere) qui signifie tuer (Cotonat, 1996 ; Couteux et Salatin, 2009). Il désigne donc toutes
substances chimiques ou biologiques destinées a prévenir, controler, attirer, repousser, détruire

ou combattre tout organisme biologique considéré comme nuisible (Abubakar et al., 2020).

L’Organisation des Nations Unies pour 1’Alimentation et 1’ Agriculture (FAO) définit le
terme pesticide comme : «toute substance ou association de substances qui est destinée a
repousser, détruire ou combattre les ravageurs, y compris les vecteurs de maladies humaines ou
animales, les espéces indésirables de plantes ou d'animaux causant des dommages ou se
montrant autrement nuisibles durant la production, la transformation, le stockage, le transport ou
la commercialisation des denrées alimentaires, des produits agricoles, du bois et des produits
ligneux, des aliments pour animaux, ou qui peut étre administrée aux animaux pour combattre

les insectes, les arachnides et autres endo ou ecto-parasites » (FAO, 1998).

1.2. Classification des pesticides

L’hétérogénéité de ce vaste ensemble de produits rend difficile toute classification.
Certains auteurs séparent les pesticides minéraux de pesticides organiques (organochlorés et
organophosphorés), d’autres préferent classer les produits selon la cible visée (insecticides,
herbicides, fongicides, etc.), le domaine d’utilisation, leur toxicité, la capacité de degradation ou
le mode d'action sur les organismes cibles, il y a alors plusieurs possibilité de classification
(Fenik et al., 2011). Actuellement, il existe trois méthodes largement répandues de classification
des pesticides recommandées par Drum, (1980). Ces trois systéemes de classification de
pesticides englobent: (i) la structure chimique du pesticide, (ii) l'action du pesticide et des

organismes qu'ils tuent, et (iii) le mode d'entrée (Yadav et al., 2015).

Sur la base des sources d'origine, les pesticides peuvent étre classés en pesticides
chimiques et biopesticides. Les biopesticides sont d’origine biologique, c'est-a-dire, organismes
vivants ou de substances d’origine naturelle synthétisées par les plantes, les champignons, les

bactéries, etc. Les biopesticides sont divisés en trois grands groupes: les pesticides biochimiques,
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les pesticides microbiens et les phytoprotecteurs incorporés dans les plantes (Hassaan et El
Nemr, 2020).

1.2.1. Classification chimique

La méthode la plus courante et la plus appropriée de classification des pesticides est basée
sur leur composition chimique et la nature des ingrédients actifs. C'est ce genre de classification
qui fournit des preuves sur l'efficacité et les propriétés physico-chimiques des pesticides
(Hassaan and EI Nemr, 2020). En fonction de la composition chimique, les pesticides sont
classés en 4 grandes catégories a savoir; organochlorés, organophosphorés, carbamates,
pyréthrine et pyréthroide (Buchel, 1983).

1.2.2. Classification basée sur I'action du pesticide et la nature du ravageur vise

En se basant sur le deuxiéme critére, les pesticides sont classés en fonction de 1’organisme
du ravageur cible et recoivent des noms spécifiques pour refléter leurs activités. Les noms des
catégories de ces pesticides proviennent du mot latin cide (qui signifie tuer), qui est utilisé
comme suffixe aprés le nom du ravageur cible. Ainsi, on peut classer les pesticides en :
insecticides, acaricides, fongicides, antibiotiques a usage agricole, herbicides, molluscicides,

rodenticides, nematicides, corvicides etc... (Hassaan and ElI Nemr, 2020).

1.2.3. Classification selon le mode d'entrée
Les moyens par lesquels les pesticides entrent en contact avec I'organisme nuisible cible ou
y pénetrent sont appelés modes d'entrée (Gerolt, 1969). Ceux-ci comprennent les pesticides

systémiques, de contact, d’ingestion, les fumigants et les répulsifs (Yadav et al., 2015).

1.3. Voies d'exposition de I’homme aux pesticides

Les pesticides sont utilisés, non seulement dans 1’agriculture, mais aussi dans de nombreux
secteurs différents (industrie alimentaire, foresterie, santé publique) ainsi qu’en usage
domestique et vétérinaire (Aktar et al., 2009). Des problemes de résidus des pesticides dans les
Iégumes, les fruits, l'air, I'eau des riviéres et les eaux souterraines sont aussi mis en évidence
(Mebdoua, 2019).

L'exposition aux pesticides peut se produire directement dans le cadre de leurs utilisations
professionnelles, agricoles et domestiques, alors qu'ils peuvent également étre transférés
indirectement par I’air et l'alimentation (Kim et al., 2017). La chaine alimentaire, l'air, I'eau, le
sol, la flore et la faune sont les principales voies d'exposition humaine aux pesticides (Anderson

et Meade, 2014). Ainsi, ces xenobiotiques peuvent pénétrer dans I’organisme par contact cutané,
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par ingestion, par inhalation ou par voie oculaire. La figure 1 résume les principaux modes

d’exposition de I’homme aux pesticides.

Environnement /R Chaine alimentaire

rd

Alimentation
Habitat

Culture
Jardinage
\ Elevage
I'ransferts Agriculture
inter-compartiments "\ /) Elevage
et transformations P :
Pesticides

Figure 1 : Voies d’exposition de I’homme aux pesticides (Comité de la prévention et de la
protection, 2002)

1.4. Impact des pesticides sur la santé humaine

Les pesticides sont des xénobiotiques dangereux susceptibles de provoquer des effets
déléteres. En effet, il existe de plus en plus de preuves scientifiques établissant un lien causal
entre I’exposition aux pesticides et le développement de plusieurs pathologies humaines, y
compris le cancer, le diabéte, les troubles respiratoires, les troubles neurologiques, les syndromes

reproductifs et les maladies cardiovasculaires (Rani et al., 2021).

La toxicité des pesticides dépend de la dose, le temps d'exposition aux pesticides, le degré
d'absorption, la nature des effets de la matiere active et de ses métabolites ainsi que
I’accumulation et la persistance du produit dans I’organisme. De plus, certaines personnes
comme les enfants, les femmes enceintes ou les personnes agées peuvent étre plus sensibles aux

effets des pesticides que d'autres (Kim et al., 2017).

A cet effet, ’exposition aux produits phytosanitaires peut occasionner deux types de

toxicité sur la santé humaine : la toxicité aigue et chronique.
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1.4.1. Toxicité aigué

Les conséquences liées a cette toxicité sont le plus souvent immédiates (quelques minutes,
heures ou jours), elle est induite suite a une exposition ponctuelle & une dose importante de
pesticide comme pour le cas de la manipulation des produits non dilués (Damalas et Koutroubas,
2016).

La toxicité aigué des pesticides résulte d’'une mauvaise utilisation, d’un usage accidentel
des pesticides (accidents domestiques) ou d’une intoxication volontaire souvent gravissime.
L’exposition se fait essentiellement par voie cutanéo-muqueuse et respiratoire (inhalation), la
voie d’exposition orale concernerait davantage la population générale par ingestion accidentelle
ou intentionnelle de pesticides. En outre, les principaux effets aigus des pesticides sont
représentes par: les brilures chimiques oculaires ; les Iésions cutanées ; les effets neurologiques ;

les troubles hépatiques et les difficultés respiratoires (Cherin et al., 2012).

1.4.2. Toxicite chronique

La toxicité chronique est la capacité d'un pesticide a provoquer des effets néfastes sur la
santé pendant une période prolongée, généralement apres une exposition répétée ou continue, qui
peut durer toute la vie de lI'organisme expose. Un pesticide qui a une toxicité aigué élevée n'a pas
toujours une toxicité chronique élevée alors qu’un pesticide a faible toxicité aigué n'aura pas

nécessairement une faible toxicité chronique (Damalas et Koutroubas, 2016).

Les pesticides possedent des effets génotoxiques (Kapeleka et al., 2019). En dehors des
effets cancérogeénes, trois types d’effets font 1’objet d’une attention particuliére : les troubles
neurologiques causant des troubles psychologiques, en particulier des syndromes dépressifs ; les
troubles de la reproduction et du développement et les perturbations endocriniennes (Kori et al.,
2018).

De nombreuses études ont démontré l'augmentation du risque de cancer de la prostate, du
sein, de la vessie, des poumons, du cdlon, de la leucémie et du myélome multiple suite a
I'exposition continue a certains pesticides (Alavanja et al., 2004 ; Mathur et al., 2008 ; van
Bemmel et al., 2008 ; Alavanja et Bonner, 2012 ; Lerro et al., 2015 ; Huang et al., 2019).

Les résultats d’études expérimentales, en 1’occurrence sur I’homme, ont confirmé la
corrélation entre I'exposition aux pesticides et le développement du diabéte (Saldana et al.,
2007 ; Everett et al., 2017 ; Juntarawijit et Juntarawijit, 2018 ; Lind et Lind, 2018 ; Joshi et
Sukumaran, 2019).

!
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L'exposition aux pesticides joue un rdle contributif dans le développement des troubles
neurologiques (Rani et al., 2021). Des études antérieures avaient révélé une association entre le
contact avec les pesticides et la survenue de la maladie neuro-dégénératives comme la maladie
de Parkinson et d’Alzheimer (Kamel et Hoppin, 2004 ; Thany et al., 2013 ; Yan et al., 2016 ;
Ahmed et al., 2017) .

La relation entre I’exposition aux pesticides et les troubles de la reproduction a été
largement analysée et plusieurs enquétes ont confirmé que 1’exposition aux pesticides pouvait
entrainer des troubles de la fertilité chez les femmes comme chez les hommes (Hanke et
Jurewicz, 2004). Les perturbateurs endocriniens ont la capacité d'influencer la signalisation
hormonale, y compris les cestrogénes, la thyroide et les androgénes, qui sont
indispensables au développement et a la croissance du feetus. L’exposition des hommes aux
pesticides peut influencer les hormones sexuelles, le sperme (morphologie, concentration et
motilité), la qualité du sperme ou la structure de la gonade. Une réduction du nombre de
spermatozoides a été observée chez les hommes travaillant dans la terre pendant plus de dix ans
(Bretveld et al., 2007 ; Roeleveld et Bretveld, 2008 ; Saadi et Abdollahi, 2012).

2. Voliam Targo® (Abamectine + Chlorantranimiprole)

Le «Voliam Targo® 063SCe» (VT) est un insecticide-acaricide a large spectre contenant
deux principes actifs (abamectine 1.8% + chlorantraniliprole 4.5%) ayant différents modes
d’action sur les ravageurs. Ce produit phytosanitaire a été introduit et homologué en Algérie sous
le numéro d’homologation 11-51-032 (ACTA, 2015).

Les propriétés physico-chimiques d’un produit déterminent en grande partie son devenir
dans I’environement (Bloom et Matheson, 1993). Le tableau | représente les principales

propriétés physico-chimiques de Voliam Targo®.
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Tableau | : Propriétés physico-chimiques principales du VVoliam Targo® (Syngenta, 2009)

Propriétés physiques et chimiques du Voliam Targo®

Forme

Couleur

Odeur

pH

Point d’inflammabilité
Température d’auto-inflammation
Propriétés comburantes
Propriétés explosives

Densité

2.1. Abamectine

Liquide

Blanc

Comme du savon, faible
6.6 a 1% p/v (25°C)

> 102 °C

535°C

Non-oxydant
Non-explosif

1.05 g/mi

L’abamectine (ABA) est une lactone macrocyclique de la famille des avermectines,

mondialement, utilisée ; comme insecticide et comme anthelminthique pour les arbres fruitiers,

les légumes et les plantes ornementales, ainsi que pour les animaux de ferme et les animaux

domestiques. L’abamectine est un produit naturel de la fermentation des actinomycétes du sol

(Streptomyces avermitilis). Chez I’homme, ABA est utilisée pour traiter Onchocerca volvulus

(Aminiahidashti et al., 2014). C'est egalement le précurseur de la synthése de I'ivermectine, un

anthelminthique largement utilisée dans le traitement des parasites humains et animaux.

L’abamectine, également appelé Avermectin B1, a été largement utilisée dans le monde

entier et est toujours le plus couramment utilisé en Algérie (Khaldoun Oularbi et al., 2015).

.
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2.1.1. Structure chimique

L’abamectine est un mélange de deux homologues et contient au moins 80% d'avermectine
Bla (C48 H72 0O14) et pas plus de 20% davermectine Blb (C47 H72 O14). Les deux
composants ont les mémes propriétés biologiques et toxicologiques (Shoop et Soll, 2002) (Figure
2).

L’abamectine, comme les autres avermectines, possede un seul groupement
pharmacophore responsable de son activité thérapeutique. 11 s’agit d’une chaine macrocyclique
principale de 16 atomes & laquelle une fonction benzofurane et une fonction spiroketale sont
liées. Il posséde également une fraction de sucre connue sous le nom de bisoleandrosyloxy dans

le carbone C-13.

Figure 2 : Structure chimique de I’ Abamectine (Pitterna et al., 2009)

2.1.2. Propriétés physico-chimiques

Les propriétés physico-chimiques de 1’abamectine se résument dans le tableau suivant :
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Tableau 11 : Propriétés physico-chimiques principales de I’abamectine (Bloom et Matheson,
1993)

Propriétés physiques et chimiques de ’abamectine

Forme Liquide

Couleur Jaune pale

Odeur Aromatique

pH 3,22 1,0% w/va25°c
Propriétés comburantes Non-oxydant
Propriétés explosives Non-explosif

Densité 0.9764 g/cm3 a 20°c
Solubilité dans I’eau 7.8 pgl/l

Demi-vie dans le sol 14 & 56 jours

2.1.3. Toxicocinétique de I’abamectine

La toxicocinétique des avermectines dépend de leurs caracteres physico-chimiques tels
que la polarité et la lipophilie. Ils sont pratiguement insolubles dans I’eau, et cette propriété leur
conféere une bonne absorption, une forte distribution et une longue rémanence dans 1’organisme
(Sebbag, 2011).

L’absorption, I’excrétion, la distribution et le métabolisme des avermectines ont été étudiés

chez les animaux d’élevage et le rat (Chiu et al., 1990).

» Absorption
L'avermectine Bla, par administration orale dans de I'huile de sésame ou dans du
polyéthylene glycol chez le rat, est rapidement (Tmax entre 4 et 8 h) et presque totalement
absorbée. Sa biodisponibilité apres administration orale correspond a 86 % de celle observée par

voie intraveineuse (Acta, 2008).

Dans le cas des formulations pour le traitement par voie transcutanée, la majeure partie de
la dose totale est excrétée deux jours aprés son administration, alors que dans le cas de I’injection
sous-cutanée, I’excrétion la plus importante se produit le troisieme jour et atteint un pourcentage

beaucoup plus faible de la dose totale initiale (Herd et al., 1996).
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» Distribution
L’avermectine Bla par voie orale est 1égerement distribuée dans tout I’organisme avec une
teneur en résidus plus élevée dans le tissu adipeux. Aprés toxicité de 14 jours, I’avermectine Bla
est éliminée 7 jours apres la derniére administration. Dans le compartiment sanguin, les

avermectines se fixent largement a I’albumine plasmatique et aux lipoprotéines (Sebbag, 2011).

Les composés des avermectines sont largement distribués dans les tissus, notamment dans
le foie et le tissu adipeux, ce qui participe a leur rémanence dans 1’organisme, et ceci est dl a

leurs propriétés lipophiles.

» Metabolisme
Les avermectines sont faiblement métabolisées par 1’organisme cible et la majeure partie
du produit est excrétée sous forme inchangée dans les excréments, excretion fecale (~90%), et
trés peu urinaire (<2%) (Sebbag, 2011).

La facon dont I’ivermectine est métabolisée par les vertebrés differe selon le mode
d’administration (Hennessy et Alvinerie, 2002).Le métabolisme de I’avermectine Bla chez le rat
est complexe. Les principales voies de biotransformation mises en oeuvre sont des réactions de
démethylation, hydroxylation, de clivage et d’oxydation. Mais 1’avermectine Bla est le composé

majoritairement retrouvé dans les féces (Jargot et al., 2013).

» Elimination
Apreés administration par voie orale chez le rat, ’avermectine Bla est presque
exclusivement excrétée avec une vitesse initiale d’excretion plus lente chez les femelles. Halley
et al. (1989) ont mesuré la proportion d’avermectines dans les déjections d’animaux traités et ont
trouvé que celle d’ivermectine pouvait atteindre de 23 % jusqu’a 43 % chez les porcs, de 39 %
jusqu’a 45 % chez les vaches et de 61 % jusqu’a 69 % chez les moutons (Ali et Hennessy, 1996 ;
Atta et Abou Shihada, 2000 ; Alvinerie et al., 2008).

D’autres chercheurs ont mesuré des concentrations dans des excréments de 80 % a 98 % de
la dose initialement administrée (Jackson, 1989 ; Herd et al., 1996 ). Le profil d’excrétion est
¢galement influencé par la formulation d’avermectines administrées (injection sous-cutanée,
traitement par voie transcutanée, bolus a action lente) (Herd et al., 1996). Le mécanisme
moléculaire de I’excrétion fait intervenir le transporteur transmembranaire la Pglycoprotéine (P-
gp) qui est principalement exprimé dans ’intestin, le foie, la barriere hémato-encéphalique, le

placenta, les reins et le cerveau (Lankas et al., 1996).
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La combinaison des propriétés physiques et chimiques des avermectines (non volatiles,
faible solubilité dans 1’eau, forte affinité pour les lipides et la matiere organique) et de la grande
proportion du composé d’origine excrétée par les animaux traités a soulevé des préoccupations a
I’effet que des avermectines pénétraient et persistaient a des concentrations toxiques dans divers

compartiments environnementaux (Sebbag, 2011).

» Stockage
Des recherches ont montré que sans égard a la voie d’administration, 1’ivermectine
s’accumule plus dans les tissus hépatiques et adipeux et moins dans le cerveau. Le composé
d’origine est le composant majeur trouvé dans les tissus hépatique et adipeux, mais d’autres

métabolites polaires sont également presents dans ces tissus (Chiu et al., 1990).

2.1.4. Mode d’action

Les avermectines agissent principalement sur les canaux chlorures glutamate dépendant
(GluCls), présents dans les cellules nerveuses et musculaires des invertébrés, et s’y fixent de
facon irréversible. Cela conduit & I'ouverture permanente du canal et a une entrée d’ions
chlorures dans la cellule. L hyperpolarisation membranaire induite par cet influx d’ion est un
message inhibiteur conduisant a une paralysie flasque du parasite ou a I’impossibilité de se

nourrir (Camargo, 2005) (Figure 3).

Dans une moindre mesure et a des concentrations plus élevées, les avermectines agissent
également sur les canaux chlorure-acide gamma amino butyrique (GABA) dépendants des
invertébrés. L’acide gamma-aminobutyrique est un neuromeédiateur présent dans tout
I’organisme des invertébreés, mais aussi dans le systéme nerveux central des vertébres. Chez les
vertébrés, le GABA ainsi que la glycine sont connus pour bloquer I’activité électrique des
cellules nerveuses et musculaires en augmentant la conductance des ions chlorure (Arena et al.,
1995). L’interférence entre les avermectines et ces canaux contribue donc a la paralysie du
parasite mais elle est également a I’origine des effets secondaires et de la toxicité chez I’hote, par

interférence sur la transmission nerveuse (Omura, 2008).

Chez les mammiféres, des systemes enzymatiques puissants, capables d’effectuer un large
spectre de réactions chimiques, se sont développés au cours de 1’évolution afin de réaliser la

détoxication d’une partie de composés toxiques auxquels ils sont exposes.
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Figure 3: Mécanisme d’action des avermectines chez les invertébrés (EI-Saber Batiha et al.,
2020)

2.1.5. Toxicité de I’abamectine

Divers impacts létaux et sublétaux ont été observes sur des organismes non Visés exposés
aux avermectines. Le risque principal est celui de la neurotoxicité, qui chez la plupart des
especes de mammiféeres peut se manifester par une dépression du systeme nerveux central

(SNC), avec pour conséquence une ataxie (Rajasekharan et al., 2019).

L'abamectine est un produit hautement toxique pour les insectes et peut aussi étre toxique
pour les mammiferes (Bai et Ogbourne, 2016 ; Disner et al., 2021). La dose létale 50 (DL50)
d’ABA est de 10 mg/Kg chez le rat par ingestion alors que la dose journaliere admissible (DJA)
est de 0.002mg/Kg/jour (FAO, 1992). Il est dangereux pour les poissons, les abeilles et autres
insectes pollinisateurs (ACTA, 2008).

Les préparations concentrées émulsifiables peuvent causer une irritation légere a modérée
des yeux et une légere irritation de la peau. Les symptdmes d'intoxication observés chez les
animaux de laboratoire comprennent la dilatation des pupilles, les vomissements, les convulsions
et / ou les tremblements et le coma. L'ABA agit sur les insectes en interférant avec la
transmission neuronale et neuromusculaire. Chez les mammiféres, ’ABA agit sur un type

spécifique de synapse situé uniquement dans le cerveau et est protégé par la barriere hémato-
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encéphalique. Cependant, a des doses trés élevées, la barriere hémato-encéphalique
mammalienne peut étre pénétrée, entrainant des symptdmes de dépression du SNC (Pulce et al.,
2012).

L'intoxication par I’abamectine peut altérer la fonction hépatique (Hsu et al., 2001 ; El-
Shenawy, 2010 ; Eissa et Zidan, 2010 ; Khaldoun Oularbi et al., 2013), la fonction rénale (Abd-
Elhady et Abou-Elghar, 2013 ; Khaldoun Oularbi et al., 2015 ; Fahim et al., 2016 ; Nasr et al.,
2016) et peut étre neurotoxique (Sun et al., 2010 ; Nasr et al., 2016).

Chez les mammiféres, deux mécanismes concourent a la faible toxicité des avermectines.
Tout d’abord, les cibles de ces molécules chez les mammiféres sont les canaux chlores GABA-
dependants, canaux moins sensibles aux avermectines que les canaux chlore-dependant du

glutamate (Wolstenholme et Rogers, 2005).

De plus, les récepteurs au GABA ne sont localisés que dans le SNC des mammiferes, qui
lui-méme est protégé par la glycoprotéine P (P-gp) située sur la barriére hemato-encephalique.
Les glycoprotéines P-gp ont pour rdle 1’excrétion active de leur substrat a 1’extérieur de la
cellule, ce qui réduit I’exposition au xénobiotiques. De nombreuses molécules sont des substrats
des glycoprotéines P : avermectines, loperamide, vincristine, morphine, digoxine, verapamil etc
(Van Tellingen, 2001).

2.2. Chlorantraniliprole

Le chlorantraniliprole est un nouvel insecticide d'origine synthétique, appartenant a la
classe chimique des diamides anthraniliques (Brugger et al., 2010). Cet insecticide est a la fois
ovicide et larvicide et il affecte les insectes nuisibles appartenant aux lépidopteres, dipteres,
coléoptéres, blattidés (termitidés), et hémiptéres (Hanning et al., 2009). Quant aux effets du
chlorantraniliprole sur les ennemis naturels, la plupart des études montrent que cet insecticide a

un faible impact sur la faune auxiliaire.

Le chlorantraniliprole posséde un nouveau mode d'action, une activité biologique élevée,
une tres faible toxicité pour les mammiferes et une sélectivité pour les arthropodes non ciblés
(Bassi et al., 2009).

.
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2.2.1. Structure chimique

Le chlorantraniliprole, 3-brome-4'-chloro-1-(3-chloro-2-pyridyl)-2'-méthyle-6'-
(methylcarbamoyl) pyrazole-5-carboxanilide (Figure 4), est un carboxamide résultant de la
condensation formelle du groupe acide carboxylique de I'acide 3-bromo-1- (3-chloropyridin-2-
yl) -1H-pyrazole-5-carboxylique avec le groupe amino primaire du 2-amino-5 -chloro-N, 3-
diméthylbenzamide. C’est la premiére molécule de la famille chimique des diamides

anthraniliques mise sur le marché qui présente un puissant effet insecticide et acaricide.

Le chlorantraniliprole est un composé organobromine, un insecticide pyrazole et un

carboxamide secondaire (Figure 4) (Jeanguenat, 2013).
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Figure 4 : Structure chimique du chlorantraniliprole (Jeanguenat, 2013)

2.2.2. Toxicocinétique du Chlorantraniliprole

» Absorption et Distribution

L'absorption du Chlorantraniliprole est rapide et importante (85%) avec des concentrations
plasmatiqgues maximales survenant 5 a 12 heures aprés 1’exposition orale. La demi-vie
d’élimination est de 38-43h chez les rats males et de 78-82h chez les rats femelles. La
distribution tissulaire de la dose absorbée était importante et les ratios tissu: plasma étaient

sensiblement inférieurs a 1, indiquant un faible potentiel d'accumulation (Bentley et al., 2010).
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» Métabolisme et Elimination

Le métabolisme de la dose absorbée est important et impliquerait des différences sexuelles
principalement dans I'hydroxylation initiale du méthylphényl et du N-méthyl-carbone. Un
métabolisme supplémentaire des métabolites hydroxylés inclus N-déméthylation, cyclisation
azote-carbone avec perte d'une molécule d'eau, oxydation des alcools en acides carboxyliques,
clivage du pont amide, hydrolyse des amines et O-glucuronidation (Figure 5).

L'excrétion était pratiguement complete 48 a 72 heures aprés I'administration. L'excrétion
fécale était la principale voie d'élimination (62 a 64%) suivie de l'urine (24 & 29% pour une
faible dose), alors que I’excrétion du Chlorantraniliprole dans I’air expiré était négligeable
(Bentley et al., 2010).
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Figure 5 : Voie métabolique proposée du chlorantraniliprole (DPX-E2Y45) chez le rat (Bentley
et al., 2010).

(1) hydroxylation du groupe N-méthyle (en IN-H2H20) ou hydroxylation du groupe tolylméthyle
(en IN-HXHA44) ; (2) cyclisation avec perte de I'eau en un dérivé de quinazolinone (IN-EQW?78) ;

et (3) N-déméthylation via INH2H20 en IN-FONO4. Notez que l'identification des conjugués
d'acide O-glucuronique est indiquée par I'ajout de "-O-G" aux noms de code IN des métabolites.

=



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE CHAPITRE 1

2.2.3. Mode d’action

Le chlorantraniliprole est un insecticide anthranilamide substitué qui posséde un nouveau
mode d'action par rapport aux insecticides synthétiques. Il cible les récepteurs de la ryanodine
(RyR), qui régulent le flux de calcium pour contréler la contraction musculaire. Les diamides
anthraniliques se lient aux RyR, ce qui les maintient ouverts, et stimule la libération de calcium a
partir des reserves internes de muscle lisse et strie, causant une altération de la régulation des

muscles, de la paralysie et finalement de la mort des insectes (Bentley et al., 2010) (Figure 6).

Le chlorantraniliprole présente une excellente sélectivité différentielle vis-a-vis des
récepteurs de la ryanodine des insectes par rapport aux récepteurs mammaliens. Cette sélectivité
est probablement un facteur majeur contribuant a la sécurité des mammiféres observée avec le
chlorantraniliprole (Bentley et al., 2010).

Fibre Musculaire Fibrille

Chlorantraniliprole

Récepteurs de la
Ryanodine

Muscle Reéserve inteme de Ca** Libération de la Paralysie et mort
reserve de Ca** de I'insecte cible

@

Figure 6 : Mode d’action de Chlorantraniliprole (Bentley et al., 2010)

2.2.4. Toxicité du Chlorantraniliprole

Le chlorantraniliprole posséde une faible toxicité aigué quelle que soit la voie d'exposition.
Il n’est pas irritant pour la peau et les yeux et il n'est pas un sensibilisant cutané. Ainsi, aucune
classification du chlorantraniliprole pour la toxicité aigué n'est requise selon les dispositions de
la directive UE 67/548 / CEE (Bentley et al., 2010).
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Aucun symptdme humain spécifique de toxicité du chlorantraniliprole n'est connu. D'apres
les résultats des tests sur les animaux, le chlorantraniliprole n'est pas susceptible d'étre dangereux

par les voies orale, cutanée ou par inhalation.

Aucun symptéme indésirable spécifique n'a été noté dans les études a court et a long terme
chez les animaux de laboratoire. Compte tenu de sa faible toxicité, aucune maladie grave ni
mortalité n'est attendue en cas de surexposition accidentelle ou prolongée au chlorantraniliprole
(Bentley et al., 2010 ; Lavtizar et al., 2016 ; Nawaz et al., 2017).
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1. Monographie de la plante étudiée: Le Thym commun (Thymus vulgaris L.)
1.1. Historique

Depuis la trés haute Antiquité, le thym fait partie de la vie quotidienne des humains, tant
pour ses usages culinaires et cosmétiques que pour ses bienfaits médicinaux. Le nom « thym »
provient du mot Grec « thymos » qui veut dire odeur, et a ce titre le thym est trés largement
utilisé en qualité de plante aromatique, en particulier dans la cuisine méditerranéenne en tant que
condiment. Les premieres déclarations enregistrées peuvent étre mentionnés dans les travaux de
Dioscorides (premier siécle aprés JC) sur les plantes médicinales et les poisons, qui mentionnent
«Thymos», « Serpol » et « Zygis » et aussi dans « Pline's Natural History » (Morales, 2002 ;
Stahl-Biskup et Venskutonis, 2012). Les Romains l'appelaient sepyllum. Ils en diffuserent
l'usage en Europe, via la fabrication de nombreux cosmétiques (eau de toilette, baume censé
retarder le vieillissement) et ils s'en servaient aussi pour purifier leurs piéces d'habitation et pour
"donner du parfum aux fromages et liqueurs”. Les Egyptiens de la haute Antiquité utilisaient le
thym pour I'embaumement des morts. Les Grecs le brulaient comme offrande aux dieux dans les
temples ou sur places publiques. On pensait a cette époque que cette plante était source de
courage. lls en parfumaient leurs plats et l'utilisaient dans leur bain pour ses propriétés
stimulantes (Zeghib, 2013).

C'est surtout a partir du Moyen Age que ses vertus médicinales commencent & étre
reconnues, notamment pour lutter contre les épidémies, principalement de lépre ou de peste. Le
thym est déja cité comme meédicament par d’éminents savants de 1’époque (Galien, Actius,
Dioscoride et Pline). A partir du XVI®™ siécle, il est signalé dans les traités de médecine pour
traiter une large variété daffections. Il faudra attendre le XIX®™ siécle toutefois pour que ses
composants actifs soient répertoriés, le thym servant aux siécles précédents surtout a des fins
aromatiques (Stahl-Biskup et Sdez, 2002 ; Singletary, 2016).

De nos jours, I'huile essentielle (HE) de thym et le thymol, un de ses composants, sont
couramment utilisés pour la confection de savons et de cosmétiques divers. En Amérique du
Nord, I’'une des marques les plus populaires de rince-bouche (Listerine®) contient du thymol
comme ingrédient principal. 1l entre aussi dans la composition de quelques dentifrices. En
Europe, le thym compte encore parmi les plantes les plus fréquemment recommandées contre la
toux et l'inflammation des voies respiratoires (Basch et al., 2004 ; Fabio et al., 2007 ;
Hosseinzadeh et al., 2015 ; Vlachojannis et al., 2015). Le thym est encore largement utilisé en

médecine traditionnelle et en cuisine aujourd'hui.
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1.2. Description botanique

Le thym est un sous-arbrisseau vivace de 10-30 cm de hauteur, d'une couleur vert
blanchéatre ou grisatre, trés aromatique, avec des tiges ligneuses, dressées ou ascendantes, non
radicantes, tortueuses, ce qui forment un petit buisson trés serré, et des feuilles petites (Figure 7).
Ces derniéres sont de forme ovales a rectangulaires et certains composants aériens charnus sont
utilisés pour la production de I'huile volatile (Prasanth Reddy et al., 2014 ; Daugan et Abdullah,
2017). De plus, ses feuilles persistantes sont de couleur gris-vert, opposées, oblongues-
lancéolées a lineaires, de 5-10 mm de long et de 0,8-2,5 mm de large et en pointillés. Les fleurs
sont de couleur violet clair ou blanche, de 5 mm de long, a deux levre avec un calice glandulaire
poilu, portées soit par des bractées foliaires sur les rameaux soit elles sont trouvé en tétes
terminales ovales ou arrondies (Goetz et Ghedira, 2012 ; Stahl-Biskup et Venskutonis, 2012 ;
Hosseinzadeh et al., 2015).

Cependant, les caractéres morphologiques peuvent varier selon les conditions
environnementales. T. vulgaris se multiplie au printemps par semis, par bouturage ou par
division des touffes. Il s’accommode de tous les terrains, méme humides. L.’exposition au soleil

est recommandé, car il a besoin de lumiére et de chaleur (Patil et al., 2021).

Figure 7 : Tllustration de I’aspect morphologique de Thymus vulgaris (images.google.fr)

1 : Plante entiére, 2 : Fleur, 3 : Etamine, 4 : corolle, 5 : Feuille, 6 : Racines pivotantes, 7 : Fruit,
8 : Calice, 9 : Style bifide.

21
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1.3. Dénominations internationales
Le thym commun est connu sous différentes dénominations selon les pays ; en Arabe :
ziitra, en Amazigh : tazaetart, tamezirt, en Francais : thym vulgaire, thym des jardins, farigoule,
barigoule, thym commun, en Anglais : common thyme, garden thyme, culinary thyme, en
Espagnol: farigola, tem, timd, tomillo comun, en Portugais: timo, tomilho, tomilho-vulgar (Goetz
et Ghedira, 2012 ; Braun et Cohen, 2015).

1.4. Position systématique
Le thym appartient a la famille des Lamiacées ; c’est I'une des familles botaniques les plus
utilisées comme source mondiale d’épices et d’extraits a fort pouvoir antioxydant et
antibactérien. Elle regroupe 250 genres et plus de 7000 especes (Stankovic, 2020). Le genre
Thymus est 'un des huit genres le plus importants en ce qui concerne le nombre d’espéces chez
la famille Lamiacées ; il comporte environ 350 espéces (Patil et al., 2021).
La systématique de Thymus vulgaris (Tableau Ill) est précisée dans la base de données

Américaine NCBI-Taxonomy.

Tableau 111 : Classification botanique du Thymus vulgaris
Regne Plantes
Sous régne Plantes vasculaires
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Dialypétales
Ordre Labiales
Famille Lamiacées
Genre Thymus
Espéce Thymus vulgaris L

.
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1.5. Habitat et répartition géographique

Le thym est originaire des pays méditerranéens, des pays balkaniques et du Caucase ; il est
cultivé maintenant dans de nombreuses régions subtropicales. Cette plante est largement
répandue dans le nord-ouest africain (Maroc, Algérie, Tunisie et Libye), il pousse également sur
les montagnes d’Ethiopie et d’Arabie du sud-ouest. On peut le trouver également en Sibérie et
méme en Himalaya (Hosseinzadeh et al., 2015 ; Patil et al., 2021). Le genre Thymus inclut
environ 350 especes a travers le monde dont 11 localisées en Algérie et 9 d’entre elle sont
endémiques. Ces especes sont réparties du Nord algérois a 1’ Atlas saharien, et du Constantinois a

I’Oranais (Quezel et Santa, 1963).

La plante pousse bien dans un climat aride et dans des zones non ombragées dans un sol
grossier, rugueux et bien draine qui ne convient généralement pas a de nombreuses plantes
(Hosseinzadeh et al., 2015).

1.6. Bienfaits et vertus thérapeutiques de la plante

Thymus vulgaris est utilisé depuis I'Antiquité pour le traitement de différents problémes de
santé. La plante posséde une variété de propriétés biologiques et pharmacologiques (Patil et al.,
2021).

1.6.1. Utilisation interne

Le thym soulage un large panel de maladies respiratoires : calme les quintes de toux,
notamment dans les affections de type coqueluche, bronchite, pharyngite, pleurésie, ainsi que
d'autres de la sphere pulmonaire (emphyséme) par son effet spasmolytique. La plante est aussi
utilisée pour l'asthme ou le rhume des foins car il permet de dégager plus facilement les voies
respiratoires. C’est d’ailleurs un bon stimulant pour les bronches (Pinn, 2001 ; Basch et al., 2004

; Patil et al., 2021 ; Rizwan et al., 2021).

Connu pour ses propriétés antiseptique et antifongique, le thym commun soulage les
inflammations de la sphere bucco-pharyngeée, caries, soins dentaires divers, sous forme de bains
de bouche. Son efficacité antibactérienne a €té prouvée dans la lutte contre une bactérie souvent
liée aux ulcéres de 1’estomac Helicobacter pylori (Esmaeili et al., 2012). Le thym a longtemps
été prescrit aux enfants comme puissant vermifuge afin d'éliminer les parasites (Rizwan et al.,
2021).

De plus, le thym permet de soulager les déreglements intestinaux tels que diarrhée,

ballonnements, flatulences, colopathies diverses. L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS)

&
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reconnait 1’'usage du thym "contre les dyspepsies (digestion difficile) et autres désordres gastro-
intestinaux". Le thym est aussi utilisé pour traiter les gastro-entérites sous forme d’infusions
(Direkvand-Moghadam et Khosravi, 2012 ; Husseinzadeh et al., 2015 ; Rizwan et al., 2021).

1.6.2. Utilisation externe

Sur de nombreuses pathologies dermatologiques, ses vertus antivirales, antimicrobiennes
et antiseptiques sont mises a profit dans le traitement des mycoses, des plaies, de la gale, de
I'nerpés et, globalement, d'un large panel d'affections cutanées allant jusqu'au zona (Dursun et
al., 2003). L'OMS reconnait ses vertus antiseptiques et cicatrisantes sur les plaies superficielles
de la peau et contre les irritations de la bouche (inflammation des amygdales, laryngite) (Rhind
et Pirie, 2012 ; Rizwan et al., 2021). Certaines variétés de thym, dont le thym a p-cymene, sont
utilisées afin de soulager les affections ostéo-articulaires telles que les rhumatismes ou l'arthrose
(Stahl-Biskup et Séez, 2002 ; Rizwan et al., 2021).

1.7. Précautions d'emploi et effets secondaires

Les effets indésirables du thym commun sont tres rares: allergie de la peau, réaction
d'hypersensibilité, nausees ou douleurs abdominales. A titre de précaution, l'usage du thym est
déconseillé chez les femmes enceintes, celles qui allaitent et les enfants de moins de quatre ans.
Les personnes sous traitement anticoagulant devront wveiller a avoir une consommation
relativement faible de thym, afin de limiter les apports de la vitamine K présente dans cette

plante et qui participe au processus de coagulation du sang (Martinez-Gonzélez et al., 2007).

1.8. Toxicité
T. vulgaris est considéré comme une herbe culinaire et a été largement utilisé depuis des
temps immémoriaux en Europe et en Meéditerranée. Dans tous les registres de propriétés
ethnomédicinales, il n'y a aucune mention d'effets toxiques de cette plante. De plus, le thym a été
décrit comme I'herbe la plus utilisée par le médecin Dioscoride au I1° siecle (Patil et al., 2021).
D’aprés I’agence fédérale américaine des produits alimentaires et médicamenteux (FDA),
Thymus vulgaris est généralement considéré comme étant non toxique et sans danger pour la

consommation humaine (Rizwan et al., 2021).

Par ailleurs, les études récentes ne rapportent aucune activité cytotoxique des extraits ou de
I'huile essentielle de T. vulgaris. Une évaluation de la toxicité orale aigue (dose unique 2 000
mg/kg) et subaigle (doses répétées de 100, 250 et 500 mg/kg/jour pendant 28 jours) de I'huile

essentielle de T. vulgaris chez le rat n’a détecté aucun signe de toxicité ; a 1’exception des

g
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altérations histologiques séveres au niveau pulmonaire qui ont été remarquées chez les rats
traités par HET a une dose de 500 mg/kg/jour. 1l a été suggéré ainsi que la dose sans effet nocif
observé (NOAEL) de I'huile essentielle de Thymus vulgaris est supérieure a 250 mg/kg/jour chez
le rat (Rojas-Armas et al., 2019). Plusieurs études menées sur des lignées cellulaires cancéreuses
ont rapporté l'effet cytotoxique de HET sur les cellules tumorales. Cependant, I'huile de thym n'a
montré aucun effet sur les cellules PLP hépatiques non tumorales, méme a une concentration
élevée de 400 pg/ml (Patil et al., 2021).

2. Huile essentielle de Thymus vulgaris
2.1. Production et composition

L’obtention de I’HE de thym vulgaire se fait a partir de la distillation de ses sommités
fleuries et de ses tiges fleuries. L’essence aromatique est habituellement incolore a brun clair.
Son odeur est assez chaude et puissante, mélant des flagrances épicées et herbacées (Badi et al.,
2004). La teneur en HE de la plante varie de 5 & 25 ml/Kg et sa composition fluctue selon le
chémotype considére. Les feuilles de thym contiennent 0,2 a 2,5 % d'HE dont la composition
varie beaucoup selon la zone de culture, la variéte (cultivar) et surtout les conditions climatiques
(chaud, froid, sec ou humide). Ce sont les variétés chemotypes. On distingue 7 races chimiques
ou chémotypes de thym: thymol, carvacrol, linalool, thuyanol, a-terpinéol, géraniol et p-cymeéne
(Keefover- Ring et al., 2009).

En pharmacopée, il s'agit exclusivement de 1’utilisation des parties aériennes du thym et,
surtout, de la feuille et de la fleur, qui sont alors séchées. Les composants du thym sont assez
nombreux (Figure 8), en particulier dans ses HE : thymol, un anti-infectieux puissant ; géraniol,
antifongique et antiviral (pour la peau) ; linalool, antifongique (pour les affections de type
candidose) et vermifuge. Les HE contiennent différents composants, et en particulier le p-
cymene (antalgique) (Bonjardim et al., 2012). Le thym contient encore des flavonoides (apigénol
et lutéolol). Ces derniers ont aussi des propriétés anti-inflammatoires et anti-oxydantes
(Funakoshi-Tago et al., 2011). Le thym frais est aussi une source importante de vitamine C, et le

thym séché de calcium, de manganese et de vitamine K (Daugan et Abdullah, 2017).
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Figure 8 : La chaine biosynthétique prévue pour la production de monoterpénes dans Thymus
vulgaris (Thompson et al., 2003)

2.2. Notion de chémotype

Différents facteurs tels que I'ensoleillement, l'altitude, la nature et la composition du sol,
peuvent influer sur la biosynthése végétale. Ainsi, les composés aromatiques ne sont pas
immuables pour une méme plante. Afin de différencier dans une méme espece cette variation
chimique, on utilise le terme de chémotype ou race chimique. Cette notion de chémotype est
devenue essentielle et fondamentale en aromathérapie car les indications thérapeutiques qui

découlent de ces divers éléments chimigques peuvent étre tres différentes (Pibiri, 2006).
Parmi les HE distillée du thym vulgaire, on distingue :

» L'HE a thymol : reputée pour ses propriétés antibactérienne et antifongique. Elle est trés
souvent citée pour le traitement des mycoses et des parasites cutanés. Dermocaustique,
cette huile doit étre impérativement diluée avant d'étre appliquée sur la peau.

» L'HE a thuyanol : naturellement riche en thuyanol (20 a 45 % selon les provenances),
est réputée étre bactéricide, virucide puissante, immunostimulante, stimulante
hépatocytaire, neurotonique, hormon-like et aide a réguler le taux de sucre dans le sang.

Elle est particulierement indiquée pour le traitement des problémes de foie, d'intoxication

*
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alimentaire ainsi que des problemes de la sphére bucco-dentaire et de la sphére ORL.
Contrairement a I'huile a thymol, cette essence est non agressive et peut étre utilisée pure
voie externe. Elle est la plus chére aussi.

» L'HE a linalool : a des propriétés proches de celle a thymol. Elle est en effet un
antiseptique général puissant. Son intérét réside dans le fait qu'elle possede des propriétés
supplémentaires : elle est reconnue étre vermifuge, neurotonique et utérotonique. Son
parfum est plus doux et plus fleuri que les deux autres HE.

» L'HE a géraniol : (11-26% de géraniol et 14-40% d’acétate de géranyle) a des propriétés
proches du géranium (Pelargonium asperum) ou de citronnelle (Cymbopogon martinii).
Outre ses proprietés antimicrobienne et antivirale, cette essence est fluidifiante et
expectorante. C'est aussi un utérotonique, neurotonique et cardiotonique (Pothier et al.,
2001 ; Baudoux et Zhiri, 2009; Satyal et al., 2016).

» L’HE a carvacrol : Les recherches actuelles considerent le carvacrol comme un puissant
composé avec diverses activités pharmacologiques, telles que I’activité antioxydante,
antifongique, antimicrobienne, anti-inflammatoire, anticancéreuse, hépatoprotectrice,

antispasmodique, antiparasitaire et insecticide (Mondal et al., 2021).

2.3. Bienfaits thérapeutiques de I’huile essentielle

L’HE du thym vulgaire a des propriétés antispasmodiques, vasodilatatrices (en application
externe), anti-infectieuses, antimicrobiennes, antivirales, fongicides, parasiticides, antiseptiques,
fortifiantes, antalgiques, et régulatrices de I’appétit (Rota et al., 2008 ; Nikoli¢ et al., 2014). Elle
est aussi expectorante, astringente, antitussive, vermifuge, tonique (et neurotonique psychique),

immuno-stimulante et ré-équilibrante (Vigo et al., 2004; Hosseinzadeh et al., 2015).

Plus généralement, I’huile est bénéfique lors de coup de froid et d’infections respiratoires
(bronchite, otite, rhinite, grippe, sinusite, rhume), mais aussi lors de faiblesse des poumons ou de
I’estomac, d’asthme, de tuberculose, d’infection urinaire, de candidose, de fatigue nerveuse,
d’obésité, de déprime et de dépression, de vers intestinaux et d’anémie. Véritable battante contre
les champignons et les infections, I'HE de thym a thymol lutte de maniére efficace contre les
maladies infectieuses comme I'herpes ou les aphtes (Stahl-Biskup et Saez, 2002 ; Basch et al.,
2004 ; Goetz et Ghedira, 2012 ; Braun et Cohen, 2015).

Récemment, I’huile essenticlle de Thymus vulgaris, en particulier ses constituants

phytoactifs carvacrol et thymol, se sont avérés avoir un potentiel thérapeutique et préventif

&
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contre l'infection par le coronavirus COVID-19 (Hamada, 2020 ; Seadawy et al., 2020 ;
Mobaiend et al., 2021).

2.4. Contre-indications de I’huile essentielle

La puissance des huiles essentielles est a 1’origine de leur action trés efficace sur
I’organisme. Cependant, certaines molécules peuvent présenter des risques de toxicité qu’il est
important de connaitre. L’origine naturelle et végétale des huiles essentielles les font souvent
considérer, a tort, comme inoffensives. Les huiles essentielles sont des préparations tres
concentrées et peuvent provoquer des symptomes d’intoxication en cas de surdosage. Elles sont

résorbées par inhalation, ingestion ou contact cutané.

L’utilisation de I’essence aromatique du thym commun est déconseillée pendant toute la
période de la grossesse et durant I’allaitement. Elle est aussi proscrite chez les personnes
épileptiques. En outre, elle peut provoquer des irritations cutanees ou des allergies ; il est donc
nécessaire de veérifier la tolérance a cette huile en I’appliquant en faible dose (Goetz and Ghedira,
2012).

Les huiles essentielles riches en phénols (carvacrol, thymol) et en aldehydes aromatiques,
telles que les especes du genre Thymus, peuvent entrainer des irritations, voir des bralures sur la

peau et plus encore sur les mugueuses.

La présence de cétones monoterpéniques (comme la menthone, la carvone, la verbénone, le
camphre) et de certains oxydes terpéniques (1,8 cinéole, alpha-pinéne, béta-pinéne,
alphaterpinene) dans les huiles du thym peuvent entrainer une altération du systéeme nerveux. Le
risque augmente principalement lors d’une utilisation prolongée ou a forte dose de ces huiles
essentielles. Le risque varie également selon la voie d’administration employée (la voie interne

présentant plus de risque).

Les huiles essentielles du thym présentent des molécules potentiellement allergisantes
(dépendamment de la sensibilité de chaque personne). Certaines molécules sont notamment
connues pour étre a 1’origine de réactions allergiques comme le limonéne, le linalool, le géraniol,
les citrales ou encore les lactones sesquiterpéniques qui peuvent entrainer des dermites bulleuses
apres application sur la peau. Notons qu’un usage prolongé d’une méme huile peut également

favoriser I’apparition de 1’allergie chez un sujet non allergique auparavant (Poirot, 2016).
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Certaines molécules aromatiques agissent sur le systéme cardiovasculaire. Ainsi, le thymol
et le carvacrol, composés majoritaires de 1’essence du thym, exercent un blocage au niveau des
canaux calciques de cellules cardiaques humaines (Magyar et al., 2004). Selon la méme étude, la
quantité de ces composés que 1’on peut retrouver dans un unique flacon de divers bains de
bouche, serait capable de provoquer une arythmie voire méme un arrét cardiaque. De plus, le

thymol et le carvacrol ont montré une action hypotensive chez des rats normotendus (Aydin et
al., 2007).

|



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE CHAPITRE 3

1. Foie
1.1.Rappels anatomiques
Le foie est I'un des plus grands organes des mammiféres et le site principal pour le
métabolisme intense et l'excrétion. C’est une glande abdominale unique et asymétrique
appartenant au systeme digestif. 1l est de couleur rouge brune, de consistance molle et trés
vasculaire. Il se situe sous le diaphragme, dans la partie supérieure droite de la cavité abdominale
et est presque entierement protégeé par la cage thoracique (Ovalle et Nahirney, 2020).

Chez les lapins, le foie est plurilobé, constitué de 5 lobes (Figure 9). Le lobe droit est
unique et de forme ovale. Le lobe gauche est subdivisé en lobe latéral gauche et lobe médial
gauche. Le lobe caudé est bien développé et divisé en deux parties : le processus caudé dépasse
le lobe hépatique droit et présente une empreinte rénale évidente et le processus papillaire qui
arrondi. Le lobe carré est petit, moins visualisé, étant attaché a la fosse de la vésicule biliaire
(Stan, 2018).

Le foie est fortement vascularisé. La vascularisation est assurée par deux vaisseaux
majeurs : I’artére hépatique, qui fournit au foie un sang riche en oxygéne provenant du cceur et la
veine porte, qui draine le sang provenant de I’cesophage, de 1’estomac et des intestins, il s’agit

d’un sang pauvre en oxygeéne mais riche en nutriments (Ovalle et Nahirney, 2020).

Processus papillaire du
lobe caudé

Processus caudé du
lobe caudé

Lobe gauche

latéral
Lobe droit
Lobe gauche
médial Lobe carré

Figure 9 : Représentation des différents lobes hépatiques chez le lapin (Pignon et al.,
2013).
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1.2. Rappels histologiques
L'unité structurale classique du foie est le lobule de Kiernan hépatique, qui possede une
forme grossierement hexagonale (Kiernan, 1833) et est centré par une veinule hépatique
terminale (veine centrolobulaire VCL) dont la périphérie est délimitée par des espaces portes
(EP), chacun est formé par une triade portale. Celle-ci est composée de I'artére hépatique, d’une
voie biliaire et de la veine porte (Figures 10 et 11).

Le parenchyme hépatique est composé principalement d'hépatocytes, qui s’organisent sous
forme des travées hépatocytaires, séparées par des capillaires sinusoidaux qui s’organisent SOUS
formede réseaux anastomosées, ou le sang circule lentement vers la VCL. Les VCL se rejoignent
pour former la veine sus-hépatique qui se jette dans la veine cave inférieure (Young et al., 2015).

Le foie est composé de plusieurs types cellulaires, chacune ayant un rdle bien particulier,

compris :

Les hepatocytes: responsables de nombreuses fonctions metaboliques et synthétiques du foie.
Sont de grandes cellules épithéliales avec un noyau arrondi et central, dont la taille est variable
en fonction de I’état de la cellule et un cytoplasme tres abondant et granulaire, sa richesse
en organites cytoplasmiques témoigne d’une grande activité métabolique (Young et al.,
2015).

Les cellules bordant les sinusoides: Ces cellules appartiennent a au moins trois types
cellulairescelle qui tapissent les parois des sinusoides hépatiques, sont des cellules endothéliales
plates, se distinguent facilement des hépatocytes par leurs noyaux aplatis, condensés, et leur
cytoplasme de taille réduite, peu coloré. Parmi ces cellules, se trouvent de grosses cellules
renflées, phagocytaires, avec des noyaux ovalaires, les cellules de Kupffer, appartiennent au
systeme de défense monocyte- macrophage. Le troisieme type cellulaires correspond a des
cellules difficilement identifiables au microscope optique, appelées cellules étoilées (cellules de
Ito, Stellate). Elles possedent deux fonctions, le stockage de la vitamine A et la production de la
matrice extracellulaire et de collagéne, qui en cas de Iésion hépatique, produisent de trés
importantes quantités de collagéne responsable de la fibrose, caractéristique de la cirrhose
hépatique (Grisham, 2009 ; Young et al., 2015). On trouve aussi les lymphocytes (Pit cells) et les

cellules dendritiques (Racanelli et Rehermann, 2006).
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Veine
centrolobulaire
Le sang de ces
veines se déverse
dans les veines
sus-hépatiques,
puis dans la veine
cave.

Entre deux
hépatocytes,
la bile s’écoule
dans les
L’espace entre les canalicules pour
travées hépatocytaires Chaque espace porte réunit une rejoindre les
est le sinusoide : lieu veine porte (vaisseau le plus large, canaux biliaires.
des nombreux en mauve), un canal biliaire (en
échanges entre le sang jaune) et une artére (en rouge).

et les hépatocytes.

Veine
centrolobulaire

Sinusoides

Canal biliaire

Artére

Veine porte

Figure 11 : Structure et aspect histologique du tissu hépatique (Jodi, 2008)
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2. Rein
2.1.Rappels anatomiques

Les reins du lapin, au nombre de deux, sont des organes pleins et encapsulés, situés en
position dorso-lombaire. Un rein adulte est long de 3 cm en moyenne, large de 1,5 a 2 cm et
pése entre 8 & 12 g. Les deux reins représentent environ le 1/60°™ du poids corporel. Ils sont de
coloration brunatre et de consistance ferme sous la capsule. En forme de haricot, les reins sont
lisses et unis en surface. lls présentent un hile au niveau de leur petite courbure, par lequel
passent les vaisseaux sanguins ainsi que l'uretere. Cette derniére conduit l'urine jusqu'a la vessie
(Barone, 1973).

En coupe longitudinale, le rein est composé de trois régions, une région externe de couleur
rougeatre, le cortex rénal, situé en périphérie, sous la capsule et d’une région brun-rougeéatre
interne la médulla, subdivisée en médulla externe (comprenant une zone externe et une zone
interne) et médulla interne. L’ensemble, le cortex et la médulla forment le parenchyme rénal, qui
se termine par une «papille rénale» de forme conique le bassinet celui-ci se jette dans I’uretére
(Figure 12) (Perucca, 2008).

Les néphrons renferment un grand nombre de vaisseaux sanguins, les arteres rénales
(droite et gauche) qui transportent environ un quart du débit cardiaque total vers les reins.
L’artére rénale se divise en artéres interlobaires puis en arteres sus pyramidales qui forment une

série d’artéres interlobulaires qui pénétrent dans le cortex et se divisent en artérioles afférentes.

Chaque capsule de Bowman possede une artériole afférente qui forme un réseau
enchevétré de capillaires, appelé glomérule. Les capillaires glomérulaires fusionnent ensuite
pour former une artériole efférente, de diamétre inférieur a ’artériole afférente. Cette différence
de diamétre des artérioles permet d’augmenter la pression glomérulaire (Gilles et al., 2006).

Chaque artériole efférente se divise pour former un réseau de capillaires péritubulaires,
autour des tubes contournés. Ces capillaires se réunissent ensuite pour former les veines
interlobulaires, puis veines inerlobairesqui quitte le rein par la veine rénale.

Ainsi, les nephrons sont vascularisés par un double systétme de capillaires, 1'un
glomérulaire et I’autre tubulaire. L’irrigation glomérulaire est toujours artérielle ne comportant
pas de sang veineux, les capillaires a ce niveau sont fenestrés permettant une filtration
importante (Gilles et al., 2006).
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Veine Cave Inférieure Aorte Abdominale

\ / T . Arere Rénale

A. Segmentaire

Cortex
Médullaire

Papille
A. Interlobaire

Calice A, Arcquée

Colonne de
Bertin

Bassinet
Uretere

A. Interlobulaire

Figure 12 : Anatomie et vascularisation rénale (Gueutin et al., 2012)

2.2. Rappels histologiques : néphron, unité structurale et fonctionnelle

Le néphron est considéré comme étant l'unité fonctionnelle et structurale du rein. 1l se
compose de deux parties principales: le corpuscule rénal et le tubule rénal (Moinuddin et
Dhanda, 2015).

e Corpuscule rénal

Le corpuscule rénal est constituée d’une capsule de Bowman et d’un bouquet de

cappilaires artériels appelé glomérule.

Le glomérule est une touffe de capillaires provenant de 1’artériole afférente et se terminant
en artériole efférente. Il est situé au niveau du Cortex et délimité par la capsule de Bowman. Leur
fonction principale est l'ultrafiltration plasmatique qu’est assurée par la membrane de filtration
constituée d’une couche de cellules endothéliales fenétrées sur la surface intérieure, une

membrane basale glomérulaire sur la surface externe (Moinuddin et Dhanda, 2015).

La capsule de Bowman est formée de deux feuillets séparés par une cavité -la chambre
glomérulaire- et se prolonge par le tubule rénal. Le feuillet pariétal externe de la capsule
glomérulaire rénale est composé d’un épithélium simple squameux, son role est strictement
structural et ne contribue pas a la formation du filtrat. Le feuillet viscéral, qui s’attache aux

capillaires du glomérule, est composé de cellules épithéliales modifiées et ramifiées appelées
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podocytes ; ces cellules constituent une partie de la membrane de filtration. Les prolongements
cytoplasmiques des podocytes se terminent en pédicelles ; formations enchevetrées qui

s’attachent a la lame basale des cappilaires glomérulaires.

Dans les espaces -appelés fente de filtration- délimités par les pédicelles, s’étend le
diaphragme de la fente de filtration qui permet au filtrat de passer dans la chambre glomérulaire
(Figure 13) (Marieb et al., 2005).

e Tubulaire rénal
Le tubule rénal se compose de trois parties distinctes (Christier, 2003) :
» Tubule contourné proximal (TCP)

Localisé dans le cortex rénal, le TCP a un aspect sinueux et se trouve en continuité avec
la capsule de Bowman. Sa paroi est pourvue d’une couche unique de cellules épithéliales
spécifiques caractérisées par la présence d’expansions digitiformes appelées microvillosités et de

nombreuses mitochondries.
> Anse de Henlé

Faisant suite au segment précédant, ’anse de Henlé décrit une boucle en épingle a
cheveux s’enfoncent olus ou moins profondément dans la medulla rénale (néphrons courts et
longs). L’anse de Henlé présente une branche descendante dont la paroi est formée d’une simple
couche de cellules épithéliales aplaties et une branche ascendante dont la paroi est formée de

monocouche de cellules épithéliales cubiques.
» Tubule contourné distal (TCD)

Localisé dans le cortex rénal, le TCD a un aspect sinueux et fait suite a la branche
ascendante de I’anse de Henlé. Sa paroi est formée d’une couche unique de cellules épithéliales.
En raison de son agencement, une petite région du tubule contourné distal vient s’accoler a la

paroi de I’artériole glomérulaire afférente constituant I’appareil juxtaglomérulaire ou :
- Les cellules de TCD deviennent cylindriques et sont appelées macula densa.

- Les cellules musculaires lisses de I’artériole glomérulaire afférente deviennent des

myoépithéliocytes.
> Tubule collecteur de Bellini

Recueillant les urines définitives élaborées par plusieurs néphrons, chaque tubule

collecteur de Bellini parcourt la médulla rénale. A ’approche de la papille rénale, il s’élargit et

|
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devient le conduit papillaire, qui déverse les urines dans les voies urinaires hautes (les petits

calices). Sa paroi est constituée d’une couche unique de cellules épithéliales de forme cubique
(Christier, 2003).

Feaillet pariétal
de la capsule de
glomérulaire

Tubule contourn Feuillet viscéral de la
distal \*?- \' capsule glomérulaire

~
vy
/\”?f"
y  Endothélium fenestré
 duglomérule

e

=\ aisseanx
sanguins

Anse du néphron :

Partie ascendante de 1'anse
e Partie descendante de 1'anse pilloe  pAgmn.
0 L e e e

Cellules de I'anse du néphron (segment gréle)

Cellules du tubule contourné distal

Tubule
rémal
colecteur’

Segment large

s Segment gréle

Cellules du tubule rénal collectenr

Figure 13 : Schéma représentatif montant I’histologie du néphron (Marieb et
al., 2005)

3. Systéme Nerveux Central
3.1. Rappels anatomiques
Le systeme nerveux central (SNC) ou névraxe est la partie du systéme nerveux située dans
la boite crénienne et la colonne vertébrale. Le SNC comprend 1’encéphale et la moelle épinicre.

I se compose de tissu nerveux (neurones), glial et vasculaire. 1l est entouré par les méninges.

L’encéphale est responsable de la conscience, de la pensée, de la mémoire et du contrdle
de toutes les fonctions de 1I’organisme et comprend le cerveau, le cervelet et le tronc cérébral. Le
cerveau et la moelle épiniere baignent dans le liquide cérébro-spinal (Vogel, 2009).
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» Cerveau
Le cerveau d’un lapin domestique mesure environ quatre centimétres de long et deux
centimetres de large. Il est organisé anatomiquement comme chez les autres mammiferes. 1l est
constitué de deux hémisphéres cérébraux sur lesquels on observe des gyrus et des sulcus. Le
cerveau se prolonge caudalement par le cervelet, le pont de Varole, la moelle allongée puis la
moelle épiniere (Barone et al., 1973).

Le cerveau du lapin est divisé en trois régions: le cerveau antérieur (prosencéphale), le

mésencéphale et le cerveau postérieur (rhombencéphale).

Le prosencéphale se compose d'une paire de lobes olfactifs, d'une paire d'hémispheres
cerébraux et d'un diencéphale non apparié. Les hémispheres cérebraux ou télencéphale sont bien
développes et forment environ 2/3 du cerveau entier. Les hémispheres cérébraux sont divisés
longitudinalement par la scissure interhémisphérique ; le bord ventral de la scissure est formé par
le corpus callosum, qui est un tractus de substance blanche reliant les deux hémispheres (Barone
et al., 1973) (Figure 14).

Le dienceéphale, situé sur la partie ventrale du télencéphale, se compose du metathalamus,
du thalamus, de I'hypothalamus, de la glande pinéale (épithalamus) et de I'hnypophyse (Wingerd
et Stein, 1985).

Le mésencéphale est situé caudal au diencéphale et se compose du tectum (dorsal) et du
tegmentum (ventral). Le tectum comprend les colliculi rostral et caudal, impliqués dans les

réflexes visuels et auditifs respectivement (Wingerd et Stein, 1985).

Le cerveau postérieur ou rhombencéphale se compose du cervelet, du pont et de la moelle;
le cervelet et le pont forment le métencéphale, tandis que la moelle épiniére forme la partie la
plus caudale du cerveau, le myélencéphale. Le thalamus, I'nypothalamus, le mésencéphale, le

pont de Varole et la moelle forment ensemble le tronc cérébral (Wingerd et Stein, 1985).

La surface des hémispheres est recouverte de cortex cérébral, c’est la substance grise qui
contient les corps cellulaires des neurones. Le cortex est parcouru de circonvolutions, qui
représentent des replis du tissu cérébral (Peterson et al., 2015). Depuis la découverte du cerveau
des mammifeéres, il a été montré que la neurogénese est principalement confinée dans deux
structures du cerveau : le bulbe olfactif, premier relais central de I’information olfactive, et

I’hippocampe, structure essentielle dans la mémoire.

)
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Figure 14 : Vues dorsale (A) et laterale (B) du cerveau non conservé du lapin domestique

néo-zélandais (Oryctolagus cuniculus) (Osofsky et al., 2007)
A - Bulbe olfactif. B - Fissure longitudinale. C - Sillon marginal. D - Colliculus rostral. E - Colliculus
caudal. F - Paraflocculus cérébelleux. G - Vermis cérébelleux. H - Medulla. | - Hémisphére cérébelleux. J
- Cortex cérébral. K- Sillon rhinal latéral. L - Pédoncule olfactif. M - Lobe frontal du cerveau. N - Lobe
occipital du cerveau. O - Lobe piriforme du cerveau.

> Cervelet

Le cervelet est un organe impair et médian, situé en arriére des hémispheres cerébraux au-
dessus du bulbe. Bien que le volume cérébelleux total ne dépasse pas les 10% du volume du
SNC, le cervelet contient plus de neurones que 1’ensemble des autres structures du SNC. Il est
compos¢ d’environ 3 ou 4 fois plus de neurones que le néocortex dans la plupart des espéces de

mammiféres (Osofsky et al., 2007).

Le cervelet du lapin est bien développé et se compose d'un grand lobe médian appelé
vermis, de deux lobes latéraux situés sur les cotés du vermis et de deux lobes floculaires situés
sur les cotés ventro-latéraux des lobes latéraux (paraflocculi) (Wingerd et Stein, 1985). Le
cervelet est constitué d'une couche de matiere grise fortement repliée sur elle-méme, le cortex
cérébelleux. Dans le plan sagittal médian, le cervelet a une forme triangulaire, plutét que la

forme plus ronde observée chez d'autres animaux domestiques (Osofsky et al., 2007).
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3.2. Rappels histologiques
> Cortex cérébral
Le cortex cérébral est une structure agencée en six couches horizontales (I-VI), contenant
des types cellulaires spécifiques, et cette organisation est hautement préservée chez les
mammiféres. Au cours de la formation du cerveau, les neurones au sein de chacune de ces
couches acquierent une identité précise et forment des connexions locales et distales
appropriées, jouant un role fondamental dans le développement et la maturation des capacités
cognitives et motrices (Eroschenko, 2008). Dans sa globalité, I’ensemble des cellules corticales

est agencé selon le schéma décrit ci-dessous.

La couche I, la plus externe, est appelée couche moléculaire ; elle est essentiellement
composée d’arborisations dendritiques terminales issues des couches plus profondes et de
cellules horizontales de Cajal, qui sont présentes surtout au cours du développement et tres peu
chez l'adulte. La couche 11, ou granulaire externe, inclut des cellules étoilées (en grain) et des
petites cellules pyramidales. En dessous, la couche 11l ou couche pyramidale externe contient
des neurones pyramidaux de taille moyenne et des interneurones. La couche IV, tres riche en
cellules de forme étoilée, est appelée couche granulaire interne. La couche V, ou pyramidale
interne, contient des neurones pyramidaux de grande taille ; elle est divisée en deux sous-
couches : une supérieure (externe) ou Va et une inférieure (interne) ou Vb. Enfin la couche VI,
la plus interne du cortex, est nommée couche polymorphe car elle renferme de multiples types
neuronaux (Laurence JG, 2006) (Figure 15). D’une maniére trés générale, les couches I, II et

IV sont plutdt réceptrices et les couches 11, V et VI sont plutdt émettrices.

|
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Figure 15 : Coupe histologique du cortex cérébral (substance grise) aprés imprégnation
argentique (Eroschenko, 2008).

» Hippocampe

Chez les mammiferes supérieurs, ’hippocampe est une petite formation allongé,
bilatérale, systémique, sous-corticale, enroulé sur elle-méme et occupant la partie interne de la
face médiane du lobe temporal. Il constitue avec I’amygdale, le septum et le thalamus, 1’'un des
éléments principaux du systeme limbiques. Ce dernier joue un réle important dans les processus

émotionnels, d’apprentissage et de mémorisation (Pernot, 2009).

L’hippocampe est formé de deux couches neurales interconnectées en forme de U
inverse, le gyrus denté (GD) et la corne d’Ammon (CA), subdivisé-elle méme en quatre régions
(CA1, CA2, CA3 et CA4) (Pernot, 2009) (Figure 16).

E
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Figure 16 : Coupe horizontale de I'nippocampe chez le lapin male Néo-Zélandais. H&E, x40
(Mazher et Hassan, 2021)
CA1l, CA2, CA3 et CA4 : les quatre régions de corne d’Ammon, DG : gyrus denté.

e Gyrus dentelé (GD)

Le gyrus dentelé se compose de trois couches cellulaires : la couche moléculaire (ou
dendritique), la couche granulaire (ou principale) et la couche polymorphique (ou la région du
hile). Les principaux neurones du GD sont les cellules granulaires, qui sont relativement petites
(8-12 um de diametre) et possédent deux dendrites principales se ramifiant en de nombreuses
branches fines et couvertes d’épines dans la couche moléculaire sus-jacente, qui est

principalement acellulaire (Pernot, 2009).

e Corne d’Ammon (CA)

Au niveau histologique, la corne d’Ammon peut étre divisée en trois parties, en fonction
notamment de la taille des cellules, de la densité cellulaire, ainsi que des connections synaptiques
: CAl, CA2, CAS3. Les cellules composant majoritairement la CA sont les neurones pyramidaux,
correspondant a des excitateurs glutaminergiques. Les régions CA2 et CA3 sont formées de
neurones plus larges, mais moins condensés que la région CAl. Le GD est composé
majoritairement de neurones granulaires projetant des axones appelés fibres mousses vers la
région CA3 (Pernot, 2009).

E
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% Cortex cérébelleux
Le cortex cérébelleux possede une organisation en trois couches, homogene sur toute sa
longueur. La couche moléculaire (superficielle) et la couche des grains (profonde) sont séparées
par un alignement de volumineux corps cellulaires de neurones de type pyramidal, spécifiques au

cervelet : les neurones piriformes ou cellules de Purkinje (Figure 17).

La couche moléculaire est constituée de neurones étoilés et de cellules a corbeilles,
présents en petit nombre et noyés dans un réseau formé de leurs fibres et de celles des deux
autres couches. Les axones des cellules & corbeilles émettent des collatérales qui pénétrent dans
la couche des cellules de Purkinje pour former autour d’elles des lacis complexes et denses

appelés corbeilles.

L'élement principal du cortex cérebelleux est la cellule de Purkinje. De forme ovoide, elle
posseéde un ou deux dendrites qui se dirigent vers la surface en se ramifiant abondamment dans
un seul plan, perpendiculaire au grand axe du lobule. L'ensemble constitue I'arbre dendritique de
la cellule de Purkinje. Les cellules de Purkinje sont disposées en une seule rangée parallele a la

surface du cortex.

La couche des grains se caractérise par sa tres grande densité cellulaire, ou dominent
largement de trés petites cellules, les grains ou neurones granuliformes, auxquels s’ajoutent une
faible proportion de grands neurones étoilés ou « cellules de Golgi ». L’aspect granuleux de cette
couche est di a cette densité de petites cellules serrées les unes contre les autres, et dont on ne

voit que les noyaux sur les préparations de routine (Barone et Bortolami, 2004).
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Figure 17 : Histologie de cortex cérébelleux (H&E, x100, x400) (El-Azab et al., 2018)
M : couche moléculaire, G : couche granuleuse, tétes de fleches (A): cellules de Purkinje,
Fléche noire (1) : cellules gliales, Fleche rouge : Astrocytes.

4. Ceeur
4.1.Rappels anatomiques
Le cceur est un organe contractile assurant la circulation sanguine. Le cceur du lapin est
relativement petit, comme dans toutes les especes a faible activité physique et pese 8 a 14 g soit
environ 1/300 du poids du corps. Il est relativement plus étroit que celui des carnivores. 1l est
placeé haut dans le thorax entre les poumons et pres du sternum, protégeé le péricarde (Barone,
1973).

L’architecture anatomique du cceur de lapin est comparable a celle de I'nomme.
C’est un muscle strié creux, séparé en deux moitiés indépendantes (droite et gauche). Sa partie
droite contient du sang pauvre en oxygene et assure la circulation pulmonaire ; sa partie gauche
renferme du sang riche en oxygeéne et le propulse dans tous les tissus. Chacune des moitiés
comporte une oreillette et un ventricule qui communiquent par des valves d'admission qui, a
I'état normal, laissent passer le sang uniquement de l'oreillette vers le ventricule. Il existe aussi
des valves d'échappement qui assurent la communication entre le ventricule droit et l'artere
pulmonaire (valve pulmonaire), ainsi qu'entre le ventricule gauche et l'artere aorte (valve
aortique). Ces deux valves se trouvent a l'entrée de l'aorte et de lartére pulmonaire

respectivement. On peut observer, la base du cceur, le sillon coronarien qui sépare les deux
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atriums au-dessus et les deux ventricules en dessous, et les deux sillons interventriculaires

antérieurs et postérieurs qui séparent les deux ventricules (Barone, 1973) (Figure 18).
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Figure 18 : Anatomie du cceur et des vaisseaux associés (Cabasson, 2008)

4.2. Rappels histologiques
Le cceur est un organe musculaire extrémement épais composé de trois tuniques: le

péricarde, le myocarde et I’endocarde (Figure 19).
v Le péricarde

Est divisé en deux feuillets ; un feuillet viscéral (épicarde) et un feuillet pariétal. Ces feuillets
sont caractérises par la présence de tissu adipeux. Mince et transparent, il est composé de
mésothélium et d’un délicat tissu conjonctif qui rend la texture de la face externe du cceur lisse et

glissante.

v" Le myocarde

Constitue le substratum fondamental de la paroi cardiaque. Il est formé d’un réseau des
cellules musculaires involontaire, striés et ramifiés avec un ou deux noyaux centraux entourés
d’une zone de cytoplasme périnucléaire. Les extrémités des myocytes adjacents sont unies par

des digitations traverses irrégulieres appelées disques intercalaires. lls contiennent également des
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jonctions communicantes qui permettent aux potentiels d’action de se propager d’'un myocyte

cardiaque a I’autre.

v" L’endocarde
L’endocarde tapisse les cavités cardiaques et il formé de trois couches ; un endothélium
continu (épithélium pavimenteux simple) qui repose sur une couche sous-endothéliale

conjonctive, et une couche sous-endocardique dans laquelle circule les vaisseaux sanguins
(Tortora et Derrickson, 2014).

Myocarde

Endocarde

Espace
péricardique

Figure 19 : Structure histologique du tissu cardiaque (Tortora et Derrickson, 2014)
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1. Protéine B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) : Une protéine anti-apoptotique
1.1. Apoptose

L'apoptose constitue le principal type de mort cellulaire programmée. Elle peut se produire
chez des cellules saines au cours de lI'embryogenése ou pour le maintien de I'noméostasie
tissulaire, chez des cellules malades ou endommagées, ou encore pour éliminer les cellules
immunitaires en surnombre apres I'élimination d'un pathogéne (Chaabane et al., 2013 ; Negroni
et al. , 2015). Elle peut étre activée par des signaux aussi variés que des dommages de I'ADN, un
manque de facteurs de croissance ou de nutriments ou encore des stress variés (thermique,
oxydatif. .. ) (Jin et EI-Deiry, 2005 ; Negroni et al., 2015). Sa régulation est cruciale : une
apoptose excessive des neurones est associée a la maladie de Parkinson et a celle d'Alzheimer,
tandis qu'un defaut d'apoptose contribue a I'inflammation chronique et au développement de
tumeurs (Pallepati et Averill-Bates, 2012).

Il existe principalement deux voies d'activation de I'apoptose : une voie extrinseque via les
récepteurs de mort situés dans la membrane plasmique et appartenant a la famille des récepteurs
du facteur de nécrose tumorale (TNF), et la voie intrinseque, dite mitochondriale, régulée par les
proteines de la famille Bcl-2, qui contrdlent la perméabilité de la membrane mitochondriale
(Chaabane et al., 2013). Les caractéristiques physiques de l'apoptose, communes a ces deux
voies, incluent la condensation de la chromatine, la perte d'adhésion, le rétrécissement de la
cellule et le bourgeonnement de la membrane. Ce bourgeonnement est un précurseur a la
formation de corps apoptotiques, c'est-a-dire de «morceaux» de cellule entourés de membrane
plasmique. Ces membranes ont la particularité d'exposer des phosphatidylsérines a leur surface,
des phospholipides qui sont habituellement exprimés sur la face interne de la membrane
plasmique. Ces phosphatidylsérines vont permettre d'attirer les macrophages pour que la cellule
soit éliminée par phagocytose. De cette facon, le contenu cellulaire n'étant jamais libéré dans le

milieu, I'apoptose ne provoque pas de réaction inflammatoire (Chaabane et al., 2013).

La voie intrinseque de l'apoptose implique un dysfonctionnement mitochondrial, la
libération du cytochrome c et l'activation subséquente de la caspase-9 au niveau de I'apotosome.
La protéine anti-apoptotique Bcl-2 inhibe la libération du cytochrome c par la mitochondrie. La
voie extrinseque est initiée par la liaison de ligands de mort au récepteur de mort et le
recrutement ultérieur de la protéine adaptatrice FADD et de la caspase-8 dans le complexe de

signalisation induisant la mort (Figure 20).
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Figure 20 : Deux principales voie d’apoptose (Braun et al., 2010)

1.2. Structure de la protéine Bcl-2

Il existe deux types de proteines régulant I’apoptose : les anti-apoptotiques (Bcl-2, Bcl-xL,
Bcl-w...) et les proapoptotiques (BAX, BAK, BIM, BID..). La Bcl-2 est une protéine anti-
apoptotique qui permet la survie cellulaire. Elle est associée aux membranes et se localise de

facon prédominante au niveau des mitochondries (Siddiqui et al., 2015).

Le gene BCL-2 est composé de trois exons ; les deux premiers exons codent pour les
quatre domaines d’homologie avec Bcl-2 (ou domaines BH), tandis que I'exon 3 code pour le
domaine transmembranaire qui ancre la protéine aux membranes intracellulaires (Seto et al.,
1988) (Figure 21).

La protéine Bcl-2 (239 résidus d’acides aminés, 26 266 Da) est composée de sept hélices
alpha, ou les deux hélices hydrophobes centrales (al et a2) sont entourees de cing hélices
amphipathiques (a3, a4, a5, a6 et a7). Les domaines BH1, BH2 et BH3 se trouvent a proximité
immédiate et forment une fente hydrophobe pour lier d'autres membres de la famille. Le domaine
transmembranaire C-terminal s'étend a partir de I'hélice 7. L'hélice N-terminale (al) est

essentielle pour le maintien de la stabilisation de la structure car elle forme des interactions
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étendues avec les autres hélices. Le domaine BH3 est contenu dans I'hélice a2, le domaine BH1

entre a4 et 5 et BH2 entre a6 et a7 (Warren et al., 2019).

BCL-2 gene
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«——» Région responsable de la haison avec les autres membres de la famille Bel-2
«--- Fonction canal
e Phosphorylation & 69, 70, 8Taa régulant I'interaction avec Beclin-1

Figure 21 : Structure protéique de Bcl-2 (Warren et al., 2019)

1.3. Fonctions de Bcl-2

Bcl-2 est une protéine qui joue un réle important dans la voie de signalisation intrinseque
de I’apoptose. Cette molécule anti-apoptotique intervient dans la survie cellulaire en empéchant
I’apoptose, mais contribue également a de nombreuses autres fonctions cellulaires. En effet, Bcl-
2 s’oppose a I’apoptose induite par de nombreux agents cytotoxiques, radiations ionisantes,
glucocorticoides, privation en facteurs de croissance et hypoxie (Shimizu et al., 1995 ; Decaudin
et al., 1997). En particulier, Bcl-2 régule I’apoptose en maintenant le potentiel membranaire de
la mitochondrie et en contrdlant la libération de différents facteurs apoptogénes dans le
cytoplasme de la cellule. Elle empéche 1’oligomérisation Bax/Bak et I’insertion de ces diméres
dans la membrane mitochondriale externe (Ku et al., 2011).

)
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De plus, Bcl-2 est impliquée dans l'autophagie via l'interaction avec Beclin 1, ainsi que la
signalisation calcique, et joue d’autres roles en dehors de la régulation de 1'apoptose (Liu et al.,
1997 ; Braun et al., 2013). Il a également été impliqué dans la réparation de I'ADN, y compris la
réparation par excision de nucléotides, la réparation par excision de bases, la réparation des
mésappariements et la réparation des cassures double brin (Liu et al., 1997 ;.Hou et al., 2007 ;
Wang et al., 2008). En outre, BCL-2 peut réguler un certain nombre de facteurs de transcription
majeurs, notamment p53 (Beham et al., 1997), NF-xB, AP1, CRE et NFAT (Massaad et al.,
2004). Les différents réles de Bcl-2 sont résumés dans le Tableau IV.

Tableau 1V : ROles alternatifs pour Bcl-2, autres que I'apoptose

Processus cellulaire Role du Bcl-2 Références

Autophagie Bcl-2 est capable d'inhiber
l'autophagie via son interaction

avec Beclin-1.

(Braun et al., 2013)

Apoptose via p53 Bcl-2 peut empécher p53 de
réguler positivement les genes

pro-apoptotiques.

(Beham et al., 1997)

Controle du facteur de
transcription

Bcl-2 peut réguler les facteurs
de transcription NF-xB, AP1,
CRE et NFAT en les empéchant
d'entrer dans le noyau

(Massaad et al., 2004)

Réparation par excision de (Liu et al., 1997)

nucléotides

La surexpression de BCL-2
atténue I'élimination du dimére
de cyclobutane pyrimidine et le
blocage de la réplication de
I'ADN apres une exposition a la
lumiére UV

Réparation par excision de
bases (BER)

Réparation des
mésappariements (MMR)

La surexpression de Bcl-2
régule négativement le BER via
le blocage d’APE1

BCL-2 peut inhiber le MMR via
son interaction directe avec
MSH?2

(Kuo et al., 1999)

(Hou et al., 2007)

2. Alpha-FoetoProtéine (AFP) : un marqueur de régénération hépatique

L'alpha-foetoprotéine (AFP) est une protéine de la famille de I’albumine dont I’expression

est retrouvée principalement dans le foie feetal au cours de développement embryonnaire. Le
gene AFP est réprimé lors de la différentiation terminale des hépatocytes pour étre toutefois
réactivé chez I’adulte conséquemment au divers trouble et dysfonctionnements hépatiques tels

que la cirrhose, la dégénérescence, les infections virales et certains cancers (Sell, 1980).

0
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L’utilisation d’AFP comme marqueur de régénération hépatique et aussi des hépatocarcinomes

est trés répandue.

2.1. Structure de la protéine AFP

AFP est une protéine constituée d'une seule chaine polypeptidique ayant une masse
moléculaire d'environ 69 kDa et fonnée de 590 résidus d'acides aminés (Morinaga et al., 1983).
Les poids moléculaires et les compositions d'acides aminés de I’AFP chez 'homme, le chien, le
lapin et le rat sont similaires (Nishi et al., 1975).

Cette protéine comprend 3 domaines d’albumine de 180 a 200 acides aminés, constituant
chacun 10 hélices alpha avec une configuration de boucles intramoléculaires dictée par des
parties de pontage disulfure conduisant a une structure tertiaire conformationnelle en forme de
V. Une poche hydrophobe se forme entre le domaine-1 et le domaine-3 (Figure 22) (Mizejewski,
2001 ; Mizejewski, 2016).

—

SP: Signal peptide

v

5P Albumin domain 1 Albumin domain 2 Albumin domain 3
A B

La poche hydrophobe de I'AFP

Figure 22 : Structure proteique de I'AFP (Mizejewski, 2016)
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2.2. Fonctions de I’alpha-foetoprotéine

L’AFP exerce différentes activités physiologiques, comme un transporteur intravasculaire
des protéines et des hormones stéroidiennes ; elle maintient la pression oncotique et pourrait
moduler la prolifération cellulaire agissant ainsi de concours avec les facteurs de croissance
cellulaire. Elle joue un role important pendant la vie embryonnaire comme transporteur d’ions,
de la bilirubine, et des acides gras polyinsaturés. Elle pourrait aussi avoir un réle
immunosuppresseur en protégeant les antigénes paternels du foetus des anticorps circulants
maternels et elle jouerait un réle dans la différenciation sexuelle du cerveau (De Mees et al.,
2006).

Le géne de ’AFP est exprimé chez le foetus en développement et dans des conditions de
régenération hépatique et de tumorigenése chez l'adulte (Jin et al., 1998). Une augmentation de
I'expression de I'AFP aprés une necrose hépatique est considérée comme indicative d'une
régeneration ou d'une prolifération hépatique (Schmidt et Dalhoff, 2005 ; Mizejewski, 2015 ;
Marzinke et Dufour, 2020). Plusieurs études ont démontré que I'AFP est anti-apoptotique (Zhang
et al., 2007 ; Ho et al., 2009) et joue un réle clé dans la promotion de la prolifération cellulaire
(Lietal., 2002).

L'AFP joue un réle important dans I'induction de la transformation maligne des cellules
cancéreuses, la régulation de la proliferation cellulaire, de la migration, de l'apoptose et de
I'échappement immunitaire, et est utilisée comme biomarqueur clinique pour diagnostiquer le
carcinome hépatocellulaire (Lin et al., 2021). Le comportement malin de I'AFP est
principalement médié par ses récepteurs (AFPR), qui sont présents a la surface cellulaire et leur
expression dans les cellules est associée a la présence d'AFP (Pak, 2018). L'AFP se lie aux AFPR
et subit une endocytose médiée par des récepteurs. Ensuite, les AFPR et I'AFP intracellulaire
activent les voies de transduction du signal et interviennent dans la prolifération, l'invasion, la
métastase, la reprogrammation et les réponses anti-apoptotiques des cellules cancéreuses du foie
L'AFP endocytée peut interagir avec PTEN et activer la voie PISK/AKT/mTOR, qui favorise le
comportement malin des cellules de carcinome hépatocellulaire (CHC) en régulant positivement

I'expression de la protéine mTOR (Figure 23) (Lin et al., 2021).

9
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Figure 23 : Role de I’AFP dans la transformation maligne des cellules cancéreuses du foie
(Linetal., 2021).
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1. Objectifs de I’étude
L’objectif principal de ce projet de thése est d’évaluer les effets toxiques d’une
administration répétée d'un insecticide homologué et commercialisé en Algérie depuis
2011, le «Voliam Targo®», et d’examiner 1’activité protectrice possible de 1’huile
essentielle de Thymus vulgaris vis-a-vis la toxicité induite par ce pesticide, chez le lapin
male de souche synthétique (Oryctolagus cuniculus).

Pour ce faire, nous avons entrepris une investigation in vivo par un test
toxicologique. Notre travail s’articule autour de deux volets : le premier volet porte sur
’étude de D’effet toxique de I’insecticide VoliamTargo® et de Dactivité protectrice de
I’huile essentielle de T. vulgaris, sur le comportement, 1’évolution pondérale, la
consommation d’aliment et de boisson, la variation du poids des organes etudiés, les
parametres biochimiques de la fonction rénale, hépatique et le bilan lipidique, ainsi que les
effets histopathologiques sur le rein, le systéme nerveux central (cortex cérébral,
hippocampe et cervelet), le ceeur et le foie. Dans cette étude, ’accent est mis également sur
I’expression de deux marqueurs de prolifération cellulaire, a savoir la Bcl-2 et I’alpha
feetoprotéine, au niveau de 1’organe de détoxification « le foie ». Le second volet vise a
valoriser I’huile essenticlle de I’espéce choisie, T. vulgaris par extraction, étude de sa

composition chimique et de son activité antioxydante.
2. Matériel
2.1. Matériel biologique

2.1.1. Matériel animal (modéle animal)

Le lapin possede des caractéristiques qui font de lui un modéle intéressant dans de
nombreuses études toxicologiques : il est facile a loger et a manipuler ; s'habitue au
manipulateur et tolére le gavage ; son poids permet de nombreuses investigations ; sa
grande disponibilité favorise la constitution de lots de taille compatible aux évolutions

statistiques des données expérimentales.
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% Systématique
Régne : Animal
Embranchement : Vertebrés
Classe : Mammifere
Super ordre : Glires
Ordre : Lagomorphe
Famille : Léporides (liévre et lapin)
Sous-famille : Leporinae
Genre : Oryctolagus

Espéce : Oryctolagus cuniculus

Dans notre étude, on a utilisé 20 lapins males sains, ages de 3 a 4 mois, ayant un

poids corporel moyen qui varie entre 2.5 kg et 2.6 kg.

Le modele animal utilisé dans notre expérimentation est le lapin de souche
synthétiqgue (Oryctolagus cuniculus), nommée ITELV2006, issu de 1’animalerie de
I’Institut Technique des Elevages (ITELV) de Baba Ali, Alger. Cette souche est un
génotype obtenu par le croisement des lapins males de souche (INRA TOULOUS 2666)
avec des lapines femelles de population décrite par Zerrouki et al (2007), élevée en
confinement et en milieu contrélé a 'ITELV d’Alger. Les géniteurs de cette dernicre
provenaient de 9 wilayas d’Algérie ; cette population présente un niveau de performances

constant mais trés hétérogene (Bolet et al., 2012).

La robe de la souche synthétique ITELV2006 est caractérise par plusieurs
phénotypes : le blanc, le marron, le noir, le gris et parfois mélangé (Figure 24) ; les yeux
avec plusieurs couleurs (noir, marron, bleu et rouges) (Saadi et al., 2014). Cette souche
cunicole présente une bonne adaptation aux climats méditerranéens avec des étés chauds et

hivers froids.

&
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Figure 24: Différents phenotypes des lapins utilisés (Oryctolagus cuniculus)

Les lapins de notre expérimentation sont ¢élevés dans 1’animalerie du centre de
recherche et de développement (CRD)-Saidal, Alger. Les animaux sont hebergés dans des
cages métalliques individuelles dans des conditions de température ambiante allant de 22
a 28°C avec une hygrométrie stable (50-55 %) et un éclairage naturel maintenu 12 heures

sur 24 heures.

Les animaux étaient nourris et abreuvés ad-libitum. Ils recoivent un régime
alimentaire standard et équilibré sous forme de granulés commercial, destin¢ a I’élevage

cunicOle, provenant de 1'unité de fabrication d’aliment de bétail de Bouzaréah (Alger).

L’aliment de bétail de Bouzaréah (CEREGRAIN®) est distribué a toutes les
catégories des lapins (reproducteur et lapins destinés a I’engraissement), dont la
composition centésimale est de 36% de luzerne deéshydratée, 26% de son de blé, 25% de
mais, 12% de tourteaux de soja et 1% de complément minéral vitaminique. L’eau de

boisson (eau de robinet) est servie dans des biberons ad libitum.

2.1.2. Matériel végétal
La plante qui a fait ’objet de notre étude est Thymus vulgaris connue sous le nom
Zaitara, dont on a utilisé les parties aériennes (feuilles et sommités fleuries). La récolte de
nos échantillons a été effectuée en juillet pendant la période de floraison, au niveau de la

région de Hammam Melouane (Blida, Algérie).

Le matériel végétal collecté a été identifié au niveau du laboratoire de botanique de

I’Ecole National Supérieure Agronomique d’Alger comme étant le Thymus vulgaris L.
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Apreés la récolte et le nettoyage des échantillons, ils ont été laissés sécher a I’ombre dans un
endroit sec et aéré (Figure 25).

La situation géographique ainsi que 1’étage bioclimatique de la région de récolte

sont présentées dans le tableau V et la figure 26.

Figure 25 : Thymus vulgaris (A) ; parties de la plante utilisées pour 1’extraction de 1’huile
essentielle (B)

Tableau V : Coordonnées geographiques et caractéristiques bioclimatiques de la
région de récolte

Région Altitude Latitude Longitude | Etage bioclimatique
Hammam | 200 m 36°29'N | 2°50'E Un climat humide se
Melouane distingue par un été chaud

et tempéré et un hiver froid
et humide; la pluviométrie
atteint une moyenne de 700
mm/an.

(Meddour, 2002)
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Figure 26 : Situation géographique de la région de récolte de I’espéce étudiée

2.2. Matériel non biologique

Le produit test¢ dans le cadre de cette thése est une formulation commerciale d’un
insecticide : le Voliam Targo® composé de deux matiéres actives appartenant a deux
familles chimiques différentes: le chlorantraniliprole (45g/l, Anthranilamide) et
I'abamectine (18g/l, Avermectine). Ce pesticide est communément utilisé en agriculture
pour le traitement phytosanitaire des fruits et légumes (tomate, pommier, fraisier...ect). Le
Voliam Targo® est importé et commercialisé en Algérie par la firme productrice
SYNGENTA (annexe de Kouba, Alger).

Les réactifs (Annexe 2) et les kits de dosage biochimiques proviennent de sources

commerciales ; Biosolve Chimie (Valkenswaard, Pays-Bas) et BIOLABO SAS (France).
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3. Méthodes

3.1. Etude toxicologique

3.1.1. Protocol expérimental

Notre expérimentation animale a été réalisée dans le respect des principes éthiques et
conformément aux directrives de I'OCDE (2008), et aux principes des lignes directrices
relatives a la protection des animaux utilisés a des fins expérimentales (National Research
Council, 2010).

Vingt lapins méales sont répartis en quatre lots de cing lapins chacun. Avant toute
expérimentation, les animaux sont soumis a une période d’acclimatation (21 jours) afin de
s’adapter aux conditions du laboratoire et aux manipulateurs, et pour éviter que ces

derniers ne soient pas des facteurs de variation durant notre étude toxicologique.

Les lapins ont été identifiés par un marquage spécifique (numérotation individuelle)
au niveau de l’oreille de chaque lapin. Chaque animal est mis dans une cage métallique
avec une étiquette sur laquelle sont mentionnée le lot, le numéro de lapin et le type de
traitement.

Les lapins de chaque lot ont été pesés quotidiennement le matin durant la période
d'acclimatation et la période du traitement. La quantité d’aliment et d’eau consommeée par

chaque lapin quotidiennement a été aussi déterminée.

= Protocol expérimental

Apreés 3 semaines d’acclimatation, les lapins ont été traités pendant 21 jours comme suit :

Groupe 1 (Témoin): Lapins méles témoins, recevant en alternance jour par jour :

1% jour : 1ml de I’eau distillée par gavage ;
2°M jour : 1 ml de I’huile d’olive par gavage.

Groupe 2 (VT): Lapins males traités par I’insecticide VT recevant en alternance jour par

jour :

18" jour : une dose de Voliam Targo® contenant 4 mg/kg d’abamectin et 11 mg/kg de

chlorantraniliprole par voie orale a 1’aide d’une sonde de gavage. Avant chaque
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administration de [Dinsecticide, les lapins sont pesés afin de déterminer la dose
correspondante du produit calculée en mg/Kg/ poids corporel de I’animal.

2°M jour : 1ml de ’eau distillée par gavage.

Groupe 3 (HET): Lapins males traités par HET recevant en alternance jour par jour :

1°" jour : 1 ml de I’huile d’olive par gavage ;

2°M jour : une dose de 0.5 mg/Kg de I’huile essentielle de thym par gavage. La dose de

HET administrée est calculée par rapport au poids corporel moyen de groupe.

NB : Le VT a été dilué dans de 1’eau distillée avant I’administration ;

L’huile essentielle de thym a été diluée dans de I’huile d’olive.

Groupe 4 (VT+HET) : Lapins males traités par VT+HET recevant en alternance jour par

jour :

18" jour : une dose de Voliam Targo® contenant 4 mg/kg d’abamectin et 11 mg/kg de

chlorantraniliprole par gavage ;
2°M jour : une dose de 0.5 mg/Kg de I’huile essentielle de thym par gavage.

L'observation clinique des lapins est effectuée durant la période post-administration
ou les effets sont les plus marqués. Des pesées quotidiennes des animaux, de 1’eau et de la
nourriture sont effectuées pour le suivi de 1’évolution pondérale et la consommation

d’aliment et de boisson pendant la période expérimentale.

3.1.2. Sacrifice des animaux et prélevements des échantillons
3.1.2.1. Prélevement sanguin

A la fin de I’expérimentation, le prélevement sanguin a eu lieu le matin, a jeun, par
ponction de la veine marginale et centrale de 1’oreille du lapin. Un volume d’environ 3 a 5
ml de sang est recueilli dans des tubes héparinés étiquetés, en vue de 1’étude des
parametres biochimiques.

Les prélevements sanguins sont immédiatement centrifugés a 3000 tours / min
pendant 15 min, le plasma obtenu est récupéré dans des tubes éppendorfs et les
échantillons ainsi récupérés sont maintenus a -20°C jusqu’au moment du dosage

biochimique.
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3.1.2.2. Prélevement des organes

Au terme de I’expérimentation, les animaux sont sacrifiés par saignée. Apres
dissection, le foie, les reins, le cerveau et le cceur ont été prélevés et débarrassés de leurs
tissus adipeux puis pesés; Les tissus destinés a I’étude histologique et

immunohistochimique ont été conservés dans une solution de formol tamponné a 10%.

3.1.3. Etude biochimique

Le plasma obtenu est destiné au dosage des parametres biochimiques de la fonction
rénale : la créatinine et I’acide urique ; la fonction hépatique : la glycémie, 1’aspartate
aminotransferases (ASAT), l’alanine aminotransferases (ALAT) et le y-Glutamyl
Transférase (y-GT), ainsi que des paramétres du bilan lipidique : le cholestérol total (CT) ;
les triglycerides (TG), les lipoprotéines a haute densité (HDL-C) et les lipoprotéines a
basse densité (LDL-C).

Le dosage des paramétres biochimiques a été réalisé a I’aide des Kits enzymatiques
spectrophotomeétriques disponible dans Biolabo (France) en utilisant P’analyseur

automatique Hitachi 912 (Roche Diagnostics, Mannheim, Allemagne).

3.1.3.1. Dosage de la créatinine
= Principe
La créatinine est une substance endogene produite par le métabolisme de la créatine
dans les muscles surtout squelettiques. Le dosage de la créatinine plasmatique
(créatinémie) a éte réalisé selon une méthode colorimétrique (réaction de Jaffé). Au cours
de la réaction, la créatinine se combine avec 1’acide picrique en une solution alcaline pour
former un complexe coloré rouge-orange. Le schéma réactionnel du dosage de la créatinine

se résume comme suit (Fabiny et Ertingshausen, 1971) :

pH alcalin
Créatinine + Acide picrijue ————— Complexe créatinine-picrate

L’intensité de la coloration est directement proportionnelle & la concentration en

créatinine dns 1’échantillon. Elle est déterminée par I’augmentation de 1’absorbance a 490
nm (490 — 510 nm).
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= Calcul des concentrations

Le résultat est déterminé d’aprés la formule suivante :

Abs échantillon

Creéatinine (mg/dl) = Abs étalon

x concentration de I’étalon (100 mg/dl)

NB : la procédure de lecture et de calcul se fait par I’analyseur automatique.

3.1.3.2. Dosage de I’acide urique
* Principe
L’uricase agit sur 1’acide urique pour produire de 1’allantoine, du dioxyde de carbone
et du peroxyde d’hydrogene. En présence de peroxydase (POD), le peroxyde d’hydrogene
réagit avec un chromogéne (dichloro-hydroxybenzene sulfonates et aminoantipyrine) pour
former une quinonéimine, complexe de couleur rouge. Le schéma réactionnel du dosage de

’acide urique se résume comme suivant (Fossati et al., 1980):

Uricase
Acide urique + O+ HLO ——— Allantoine + CO2+ H>0;

POD
H20; + amino-antipyrine + NADH ——>  Quinoneimine + H20

L’absorbance mesurée a 505 nm, est proportionnelle a la concentration en acide

urique dans 1’échantillon.

= Calcul des concentrations

Le résultat est déterminé d’apres la formule suivante :

Abs échantillon
Abs étalon

Acide urique (mg/dl) = x concentration de I’étalon (100 mg/dl)

NB : la procédure de lecture et de calcul se fait par I’analyseur automatique.

3.1.3.3. Dosage de la glycémie
= Principe
La glycémie est dosée par la méthode enzymatique colorimétrique selon Trinder

(1969). Le glucose est oxydé par le glucose oxydase (GOD) en acide gluconique et
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peroxyde d’hydrogeéne (H202). Ce dernier, en présence de peroxydase (POD), réagit avec
le chloro-4-phenol et le chromogéne incolore 4-amino antipyrine pour former une
quinonéimine (composé coloré en rouge). Le schéma réactionnel du dosage du glucose se

résume comme suivant :

GOD
Glucose + O + HLO ——————— Acide gluconique + H20>

POD
H>0> + Chloro-4-Phénol + 4-aminoantipyrine ~ ————Quinonéimine + H20

L’intensité de la couleur est proportionnelle a la concentration du glucose dans

I’échantillon. La lecture est effectuée a une longueur d’onde de 500 nm.

= Calcul des concentrations
Le calcul de la concentration du glucose dans les échantillons est réalise selon la

formule suivante :

Abs échantillon
Abs étalon

Glucose (mg/dl) = x concentration de 1’étalon (100 mg/dl)

NB : la procédure de lecture et calcul se font par I’analyseur automatique.

3.1.3.4. Dosage des transaminases plasmatiques

% Aspartate Amino-Transférase (ASAT)

= Principe

L’aspartate amino-transférase (ASAT), appelée aussi oxaloacétate de glutamate

transaminase (TGO), catalyse la transamination réversible de la L-aspartate et de la 2-
oxoglutarate en oxaloacétate et en L-glutamate. L’oxaloacétate est alors réduit en malate
en présence de la malate deshydrogénase (MDH) avec I’oxydation concomitante de la -
nicotinamide-adénine-dinucléotide (forme réduite) (NADH) en B-nicotinamide adénine

dinucléotide (NAD) (Henry et al., 1960). Le schéma réactionnel se résume comme suivant:
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ASAT
L-Aspartate + 2-Oxoglutarate ~<«—————> Oxaloacétate + L-Glutamate

MDH
Oxaloacétate + NADH + H¥* ———— L-Malate + NAD*

La diminution de I’absorbance due a la conversion du NADH en NAD+, mesurée a
340 nm pendant un temps donné, est proportionnelle a l’activité de I’ASAT dans

I’échantillon.

= Calcul des concentrations

Le résultat est déterminé d’apres la formule suivante :

ASAT (UI/L) = ADO/min x 1746

NB : la procédure de lecture et de calcul se fait par un analyseur automatique.
% Dosage de I’Alanine Amino-Transférase (ALAT)
= Principe
L’alanine amino-transférase, appelée aussi pyruvate de glutamate transaminase
(TGP), catalyse la transamination réversible de la L-alanine et de la 2-oxoglutarate en
pyruvate et en L-glutamate. Le pyruvate est alors réduit en lactate en présence de la lactate
déshydrogénase (LDH) avec 1’oxydation concomitante de la NADH en NAD (Henry et al.,

1960). Le schéma réactionnel se résume comme suivant:

ALAT
L-Alanine + 2-Oxoglutarate =~ <——  Pyruvate + L-Glutamate

LDH
Pyruvate + NADH + H* —————> |-Lactate + NAD"

La diminution de 1’absorbance due a la conversion du NADH en NAD+, mesurée a
340 nm pendant un intervalle de temps fixe, est proportionnelle a I’activit¢é ALAT dans

I’échantillon.
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= Calcul des concentrations

Le résultat est déterminé d’aprés la formule suivante :

ALAT (UI/L) = ADO/min x 1746

NB : la procédure de lecture et calcul se font par I’analyseur automatique.

% Dosage de y-Glutamyl Transférase (y-GT)
* Principe
La y-GT présente dans I’échantillon catalyse le transfert du groupe glutamyl du
substrat vers la glycylglycine pour former la L—y-glutamyl-glycylglycine et le p-
nitroaniline. L’activité de la y-Glutamyl Transférase est déeterminee selon le schéma

réactionnel suivant (Szasz, 1960) :

v-GT
L-y-Glutamyl-p-nitroanilide + glycylglycine <«———» L - y-Glutamyl-glycylglycine
+ p- nitroaniline

La vitesse de formation du p-nitroaniline, est directement proportionnelle a 1’activité

de la y-GT présente dans I’échantillon et elle est mesurée a 405 nm.

= Calcul des concentrations

Le résultat est déterminé d’aprés la formule suivante :

y-GT (UI/L) = AA/min x2121

NB : la procédure de lecture et de calcul se fait par I’analyseur automatique.

3.1.3.5. Dosage des parametres lipidiques
¢+ Dosage des triglycerides
= Principe

Le dosage des triglycérides a été réalisé selon une méthode enzymatique

colorimétrique décrite par Fossati et Prencipe (1982), selon le schéma réactionnel suivant:
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Lipoprotéine lipase
Triglycérides + H20 » Glyceérol + Acides gras libres

Glycerol Kinase
Glycérol + ATP » Glycérol-3-P + ADP

GPO
Glycérol-3-phosphate + O2 » Dihydroxyacétone phosphate + H>O>

Péroxydase
2H,0,+ 4-Chlorophénol + 4-Aminophénazone » Quinonéimine+ H20

L’intensité de la coloration rouge développée est directement proportionnelle a la
concentration en triglycérides mesurée par photométrie a 500 nm.

= Calcul des concentrations

Abs échantillon
Abs étalon

Triglycérides (mg/dl) = x Concentration de 1’étalon (200 mg/dl)

NB : la procédure de lecture et de calcul se fait par I’analyseur automatique.

%+ Dosage du cholestérol total (CT)

= Principe
Le dosage du cholestérol total plasmatique (CT) a été réalisé selon une méthode

enzymatique colorimétrique décrite par Allain et al. (1974), selon le schéma réactionnel

suivant :

Cholestérol estérase
Cholestérol estérifié + H,O »  Cholestérol libre + acides gras

Cholestérol oxydase
Cholestérol + O, »  Cholesténe-4one-3 + H»0O;

Peroxydase
2H20, + Phénol + Amino-4-phénazone » Quinonéimine (rose) + 4H>0
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L’intensité de la coloration dévelopée est directement proportionnelle a la
concentration en cholestérol dans I’échantillon. La lecture est effectuée a une longueur
d’onde de 505 nm.

= Calcul des concentrations

Cholestérol total (mg/dl) = % x concentration de 1’étalon (200 mg/dl)

NB : la procédure de lecture et de calcul se fait par ’analyseur automatique.

% Dosage du HDL-cholestérol

* Principe

Le dosage du cholestérol HDL (HDL-C) plasmatique a été réalisé selon une méthode
enzymatique colorimétrique. Les LDL-C, les VLDL-C et les chylomicrons contenus dans
I’échantillon sont précipités par addition d’acide phosphotungstique en présence d’ions
magnésium. Le surnageant, apres centrifugation, contient les HDL-C. Sous I’action de la
cholestérol-estérase, les esters du cholestérol sont scindés en cholestérol libre et en acides
gras. L’intensité de la coloration développée est directement proportionelle a la

concentration en cholestérol HDL. Elle est déterminée par I’augmentation de I’absorbance

a 600 nm.

% Dosage du LDL-cholesterol

Le dosage de LDL-C se fait par la méthode directe avec I’utilisation des détergents

sélectifs, sans prétraitement de 1’échantillon.

Au cours de la premiére phase, seules les lipoprotéines non-LDL sont solubilisées
par le détergent 1. Le cholestérol ainsi généré, soumis a I’action du cholestérol Oxydase
(CO) et du cholestérol Estérase (CE), produit un composé incolore. Au cours de la seconde
phase, le détergent 2 solubilise le cholestérol-LDL. Le couple chromogénique développe
une réaction colorée proportionnelle a la concentration en cholestérol-LDL. La lecture
s’effectue a 546 nm (520-580).

=
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«» Calcul de taux du VLDL-cholestérol

Le taux de VLDL-C a été déterminé a partir de la formule suivante (Kroliczewska et
al., 2018) :

VLDL-C =CT — (HDL-C + LDL-C)

De plus, pour une meilleure expression du rapport entre les TG et le HDL-C, le
facteur d'indice athérogéne du plasma (IAP) basé sur le rapport des taux plasmatiques des
triglycérides aux taux de HDL-C a été calculé selon la formule suivante (Kréliczewska et
al., 2018):

IAP = Log [TG] / [HDL-C]

D'autres facteurs athérogenes (FA) ont été aussi calculés a savoir, le rapport entre
cholestérol total et HDL-C et le rapport entre LDL-C et HDL-C (Millan et al., 2009).

3.1.4. Etude histologique
La confection des coupes histologiques permet 1’observation des tissus au
microscope photonique apres une coloration spécifique. Elle comporte plusieurs étapes

rapportées essentiellement par Martoja et Martoja (1967) et Gabe (1968).

» Fixation
La fixation permet d’immobiliser et de conserver les structures cellulaires et
tissulaires dans un état aussi proche que possible de celui de I’organisme vivant. Les
organes, fraichement récoltés, sont plongés dans une solution de formol a 10%. C’est une
étape importante dans la réalisation des techniques de préparation des échantillons
histologiques et immunohistochimique ; la fixation se pratique par immersion des organes
dans des flacons hermétiquement fermés et soigneusement étiquetés (numéro

d’identification de ’animal, lot expérimental, nom de I’organe fixé et date de fixation).

» Circulation
La circulation comprend trois étapes : la déshydratation, I’éclaircissement et
I’imprégnation. Elle permet d’éliminer graduellement I’eau contenue dans les tissus afin de

le remplacer par un solvant de paraffine.
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% Déshydratation : linclusion dans la paraffine nécessite au préalable la
déshydratation des piéces histologiques. Les organes contenus dans les cassettes passent
par des bains d’alcool a concentration croissante 70°, 90°, 95° et 100° respectivement
pour réaliser une déshydratation en douceur.

s Eclaircissement : il s’effectue dans deux bains de xyléne ; il permet d’éliminer
toute trace d’alcool et préparé les tissus a la pénétration de la paraffine.

% Imprégnation : elle constitue I’étape finale de la circulation. Les cassettes sont
imprégnées dans deux bains successifs de paraffine pure fondue pendant deux heures
chacun, pour I’¢limination du xyléne.

» Inclusion

L’inclusion a la paraffine consiste a faire penétrer le tissu par la paraffine qui donne
la résistance mécanique lors de la réalisation des coupes au microtome. Dans cette étape,
des moules meétallique et des cassettes en plastiques sur lesquelles sont portees les
indications de la piéce traitée ont été utilisés ; la paraffine fondue est versée dans les
moules légérement préchauffés (45°C). La piece a inclure est orientée et disposée dans la
paraffine ; on dépose la cassette correspondante sur le moule. Le bloc n’est démoulé

qu’apres refroidissement total sur une plaque refroidie au congélateur.

» Confection des coupes
Apreés fixation de bloc sur un microtome de type Leica, le rabotage est effectué en
ajustant 1’échelle a 20 um ; lorsque la piéce apparait dans le plan de coupes, I’échelle est

ramenee a 2 um afin d’obtenir des coupes sériées fines sous forme de rubans.

» Etalement des coupes
Les rubans obtenus sont déposés avec précaution sur 1 ml d’eau distillée étalée sur
les lames, et disposés sur une plaque chauffante réglée a 40 C° ; la paraffine ramollit
brusquement. L’excédent d’eau est retiré a I’aide de papier absorbant puis les lames sont
séchées a I’étuve a 40 C° pendant 1h. L’identification de ’organe est préalablement gravée

sur la lame correspondante a I’aide d’un diamant (lames ordinaires).

3.1.4.1. Coloration a I’hématoxyline-eosine
La coloration a I’hématoxyline-éosine (H&E) est la méthode de coloration la plus
courante pour matériel histologique. Dans un premier temps, le colorant du noyau chargé

positivement (hématoxyline) se fixe sur les groupes phosphates chargés négativement des
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acides nucléiques du noyau cellulaire. Les noyaux prennent alors une couleur variant entre
le bleu foncé et le violet foncé. La seconde étape réside dans la contre-coloration a un
colorant xanthéne anionique (éosine) chargé négativement ; le colorant se fixe aux
protéines plasmatiques chargées positivement. Le cytoplasme et les éléments cellulaires
basiques se colorent en rose a rouge.

Les coupes de tissus ont été déparaffinées dans deux bains de xylene pendant 10 min,
puis réhydratées dans trois bains d’éthanol de degrés décroissants (100°, 90° et 70°)
pendant 5 min chacun. Aprés ringcage a I’eau courante, les sections ont été colorées a
I’hématoxyline de Harris pendant 6 min. Apres un lavage a 1’eau courante, une coloration a
I’¢osine pendant 1 min a été effectuée, suivi d’un autre lavage. Par la suite, les sections ont
été déshydratées dans un bain d’éthanol (90°), éclaircies dans le xyléne, puis monté a I’aide
d’une résine synthétique (I’eukitt). Les lames ont été observées sous microscope

photonique (Olympus, Zeiss Axiostar plus, Allemagne), apreés leur séchage.

3.1.4.2. Coloration au trichrome de Masson

C’est une coloration histologique, topographique, trichromique, associant a une
coloration nucléaire (hématoxyline), une coloration cytoplasmique par un mélange de
colorants acides (Fuchsine Ponceau) et une coloration élective du collagéne (vert lumiere).
Elle est utilisée pour différencier les fibres de collagéne et musculaires sur des coupes

tissulaires.

Les coupes de tissus ont été déparaffinés dans deux bains de xyléne pendant 10 min,
puis réhydratées dans trois bains d’éthanol de degrés décroissants (100°, 90° et 70°)
pendant 5 min chacun. Apres ringage a 1’eau courante, les sections ont été colorées a
I’hématoxyline de Groat pendant 2 min. Aprés lavage a I’eau courante, une coloration a la
fuchsine Ponceau a été effectuée pendant 5 min, suivie d’un lavage puis une coloration a
I’orange G phosphomolybdique pendant 5 min. Aprés ringage, une coloration au vert
lumiére a été réalisée durant 5 min. Les sections ont par la suite été déshydratées dans un
bain d’éthanol (100°), éclaircies dans du xyléne, puis montées a I’aide d’une résine

synthétique. Apres séchage, les lames ont été observées sous microscope photonique.

3.1.5. Etude immunohistochimique
L’immunohistochimie (IHC) est la combinaison de I’immunologie et de

I’histochimie. C’est une technique tres importante et délicate, consiste a mettre en évidence
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la localisation de protéines tissulaires, cytoplasmiques, membranaires ou nucléaires,
spécifiques pour un type ou une fonction tissulaire in situ et I’évaluation de leur
expression. Elle est baseée sur une réaction spécifique immunologique de type Ag-Ac
permettant la détection des protéines (antigéne) cellulaires au moyen d'anticorps

monoclonaux ou polyclonaux.

Le couple anticorps-antigéne (anticorps primaire) peut étre visualisé par un anticorps
secondaire conjugué a une enzyme (peroxydase) qui peut catalyser une réaction de
production de couleur visualisable en lumiere blanche du microscope optique (Pluot et al.,
2006).

Plusieurs systemes de révelation/ amplification sont utilisé en IHC. Le systéme avec
polymére est celui utilis€¢ dans notre étude. Il s’agit d’une technique en deux étapes,
incubation de I’anticorps primaire dirigé contre I’antigéne d’intérét, puis incubation de
I’anticorps secondaire directement couplé au polymere de type micro polymeére sur lequel

les marqueurs sont fixeés.

< Réalisation des coupes
Les coupes doivent étre épaisses de 5 um afin de bien visualiser le marquage.
L’étalement des coupes se fait sur des lames silanisées électro-statiquement équilibrées
pour assurer 1’adhésion des tissus et réduire le risque de décollement des coupes en
température élevée. Le numéro du bloc et ’anticorps utilisé sont mentionnés sur la lame a
I’aide d’un crayon. Ensuite, les lames sont séchées dans une étuve a 40°C pendant tout une

nuit.

< Deémasquage antigénique
Le demasquage permet de rendre accessibles les épitopes masqués naturellement ou
suite a la fixation afin d’assurer la liaison anticorps-antigéne (Shi et al., 2001). Il permet
aux antigenes de retrouver leur conformation protéique initiale et les rend accessibles aux

anticorps.

A la suite des étapes de déparaffinage et de réhydratation des sections tissulaires, un
démasquage des sites antigénique a été effectué par traitement a la chaleur dans une

solution de tampon citrate (0.01M, pH=6). Apres refroidissement, un rincage au tampon

-
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TBS (Tris-Buffered Saline) pendant 1 & 5 min a été réalisé ; les fragments ont été ensuite

encerclés a ’aide d’un Dako pen pour éviter le déversement de marqueur.

R

% Blocage des peroxydases endogénes

Afin de bloquer les peroxydases endogénes, on verse quelques gouttes de peroxyde
d’hydrogene (H202) & 3%, sur les lames et on laisse réagir pendant 10 min. L’addition de
H20 permet le blocage des peroxydases endogénes qui ont les mémes récepteurs que le
DAB (3.3’ Diaminobenzydine). Les lames sont ensuite rincées dans deux bacs de TBS
dilué au 1/20°™, pendant 5 min chacun ; ce lavage permet d’enlever tout I’excés de produit

précédent. Les lames seront égouttées pour ne pas diluer les anticorps.

% Application de ’AC primaire spécifique
Quelques gouttes de I’Ac d’intérét sont déposées sur la partie encerclée du tissu sur
la lame (Bcl-2 ou AFP). Les lames seront recouvertes et laissées incuber pendant 30 min.
Puis, un lavage dans 2 bains de tampon TBS (5 minutes chacun) sera réalisé. Les anticorps
primaires utilisés sont les suivants :
e [’anticorps monoclonal de la souris qui reconnait I’oncoprotéine Bcl-2 (clone Bcl-
2/100/D5 ; code NCL-L-bcl-2, Novocastra).
e [’anticorps monoclonal de la souris qui reconnait 1’alpha foetoprotéine (clone

AFP/C3 ; code NCL-L-AFP, Novocastra).

¢+ Application de I’AC secondaire non spécifique
Quelques gouttes de I’AC secondaire conjugué a 1’enzyme HRP (Horse Radish
peroxydase), dilué a 1/100, sont déposées sur la lame, suivie d’une incubation de 30 min
(code RE7260-K, Novocastra™, Leica BioSystem, Peroxidase/ DAB, Lapin/souris) ; c’est
une étape d’amplification du signal. La réaction de DAB a ensuite été arrétée par rincage

dans deux bacs de la solution TBS pendant 5 min chacun.

% Révélation
Quelques gouttes d’un révélateur, le chromogéne DAB (3-3 diaminobenzidine), sont
appliquées sur les coupes pendant 5 min, suivi d’un ringage dans deux bacs de la solution
TBS pendant 5 min chacun. L’enzyme HRP dégrade le substrat chromogene DAB, le

produit qui en résulte donne une coloration marron détectable par microscopie optique.

=
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% Contre coloration

Dans le but de colorer le noyau en bleu violet, les lames sont émergées dans
I’hématoxyline de Mayer pendant 5 minutes puis rincées a ’eau courante pour enlever
I’excés d’hématoxyline. Par la suite, un passage des lames dans un bain de I’eau
ammoniacale a été effectué pour éliminer ’excés du colorant (Bleuitement), suivi par un
ringage a I’eau courante.

Enfin, les sections ont été déshydratées, éclaircies, montées puis observées sous
microscope photonique, et des photomicrographies ont été prises aux grossissements x100

et x400 a I’aide d’un appareil photo (Leica wild MP 48) raccordé au microscope.

&
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3.2.  Extraction de I’huile essentielle
L’extraction de I’huile essentielle de thym a été effectuée par hydrodistillation (HD)
au moyen d’un dispositif d’extraction type Clevenger. Cette technique se base sur le

pouvoir que possede la vapeur d’eau a transporter les huiles essentielles.

L’opération consiste a introduire 200 g de masse végétale dans un ballon de 2 litres
rempli d’eau distillée jusqu’aux 2/3 de sa capacité, pour éviter les débordements de
I’ébullition. Le mélange est porté a ébullition pendant 3h a I’aide d’un chauffe ballon. Les
vapeurs chargées d’huile essentielle, traversent le réfrigérant et se condensent ainsi avant
de chuter dans une ampoule de décantation, I’huile se sépare par la suite de I’eau par

différence de densité.

L’huile essentielle ainsi séparé de la phase aqueuse, contient des traces d’eau, afin de
les éliminer, I’huile essentielle sera séchée avec du sulfate de sodium anhydre. L’huile
séchée est séparée du sulfate de sodium par filtration sur de laine de verre. L’huile ainsi
obtenue est récupérée et conservée dans des flacons opaques bien scellés a température
basse (4°C).

3.2.1. Rendement de I’extraction de I’huile essentielle
Selon la norme AFNOR (1986), le rendement en huile essentielle est le rapport entre
le poids de I’huile essentielle extraite et le poids de la matiere végétale utilisée. Il est

exprimeé en pourcentage et calculé par la formule ci-dessous:

R = (Ps/Pa) x 100

R : Rendement en huile essentielle en % ;
Ps : Poids de I’huile essentielle en gramme ;

Pa : Poids de la matiere végétale en gramme.

3.3.  Etude analytique de ’huile essentielle

L’étude analytique d’une huile essentielle consiste a vérifier ses caractéristiques
organoleptiques (aspect, couleur, odeur), a déterminer ses indices physiques (densité et
indice de réfraction) et a obtenir son profil chromatographique identifiant les différents

constituants de 1’huile essentielle.

&
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3.3.1. Propriétés organoleptiques de I’huile essentielle

Les différentes caractéristiques organoleptiques (aspect, couleur, odeur) de ’essence

du Thymus vulgaris ont été notées.

3.3.2. Mesure des constantes physiques
Les méthodes utilisées pour déterminer les indices physiques sont celles indiquées

par le recueil de normes de 1’Association Frangaise de Normalisation (AFNOR).

R

< Détermination de la densité relative a 20°C (d?°) : (Norme NF T 75-111,
AFNOR 2000)

C’est le rapport de la masse d’un certain volume d’une huile essentielle a 20°C, a la

masse d’un volume égal d’eau a 20°C. Elle constitue un point de repére important.

» Mode operatoire et calcul

Les méthodes homologuées prévoient [I'utilisation d’un pycnomeétre ou d’un
densimétre automatique pour la mesure de cette constante. Or dans notre pratique courante
et par manque d’une quantité suffisante d’HE, nous étions dans 1’obligation de procéder
par une méthode de routine qui consistait a prélever par une micropipette un volume de 1
ml et de le peser avec une balance analytique de précision en prenant en considération le

coefficient de correction de température :

d? = (m HE / m H20) + (0,00073 * (T° échant - 20)

Ou m : la masse en gramme.

% Détermination de l’indice de réfraction : (Norme NF 1SO 280 75-112, AFNOR
1999)

C’est le rapport entre le sinus des angles d’incidence et de réfraction d’un rayon

lumineux de longueur d’onde déterminée, passant de I’air dans ’'HE maintenue & une

températu re constante.

» Mode opératoire et calcul

Régler le réfractometre en mesurant I’indice de réfraction de ’eau distillée qui doit

=
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étre de 1,333 a 20°C. Apres ouverture du prisme secondaire nous déposons 2 gouttes d’HE
sur la partie centrale du prisme principal et nous fermons ensuite doucement le prisme
secondaire ce qui permettra a I'HE de s'étaler entre les prismes principal et secondaire en

un film mince.

La lecture de la mesure s’effectue a une température stable et cette valeur sera

modifiée suivant le changement de température.

L’indice de réfraction IR, a la température de référence t, est donné par I’équation suivante:

(IR) = n ¢’ +0,0004 (t-t")

Ou n : valeur de lecture, obtenue a la température t’, a laquelle a été effectuée la

détermination.

3.3.3. Analyse chromatographique de I’huile essentielle de thym

% Principe de la CG-SM

Le spectrometre de masse couplé a un chromatographe en phase gazeuse (CG-
SM) permet d’identifier et de quantifier les constituants d’un mélange de molécules
volatiles.

En soumettant une HE a la CG-SM, nous déclenchons un processus a plusieurs

étapes :
- ionisation des molécules qui se volatilisent sous I’effet de la haute température.
- accélération des ions formés qui se dirigent vers le dispositif de séparation.
- séparation des ions et leur distribution suivant leur rapport masse /charge et leur détection.

-traitement du signal : le signal de sortie de 1’appareil conduit au spectre de masse qui
constitue la représentation conventionnelle de I’abondance des ions en fonction de leurs

rapports m/z.

La comparaison informatique du spectre d’un pic inconnu avec une ou plusieurs «
librairies » de référence permet son identification. Ce couplage augmente

considérablement la quantité et la qualité des informations obtenues.

ol
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» Conditions opératoires de la CG-SM

L’analyse chromatographique d’HE a été effectuée sur un chromatographe en phase
gazeuse type Hewlett-Packard (HP6890) couplé avec un spectrométre de masse (5973).

La fragmentation est effectuée par impact électronique a 70eV. La colonne utilisée
est une colonne capillaire HP-5MS (30m x 0,25mm), 1’épaisseur du film est de 0,25um. La
température de la colonne est programmée de 60 a 250°C a raison de 2°C/min. Le gaz
vecteur est ’hélium dont le débit est fixé a 0.3 ml/min. Le mode d’injection est du mode
split (rapport de fuite : 1/70). L’appareil est relié a un systeme informatique gérant une
bibliothéque de spectre de masse NIST 98 et piloté par un logiciel « HP ChemStation »

permettant de suivre 1’évolution des analyses chromatographiques.

> ldentification des constituants

L’identification des constituants a été faite sur la base de la comparaison de leurs
indices de rétention avec ceux des composés de référence de la littérature. Une
confirmation est apportée a l'aide des spectres de masse en comparaison avec ceux des

composés standard de la banque de données informatisée (NIST 98).

La préparation de la table des n-alcanes pour la mesure des indices de Kovats des
composeées identifies dans I’huile essentielle a éte faite comme suit : Solution des n-alcanes
de Cg & Cos (origine: Aldrich et FlukaChemicals) a 5% dans le pentane. Soit 0,1 g de

chaque alcane dans 20 ml de pentane,conservé au réfrigérateur.

L’identification des composés a été effectuée par comparaison de leurs indices de
rétention (indices de Kovats) et des spectres de masse ions-fragments caractéristiques
obtenus expérimentalement a ceux cités dans la littérature et/ ou inventoriés dans les
banques de librairies spectrales (Wiley7, Nist 2002).

Les indices de Kovats (1K) sont calculés selon la formule suivante :

IK=100n + 100 * (TRc — TR/ TRn+1 — TRp)

n: Nombre d’atomes de carbone de I’alcane élué avant le compose;

TRc : Temps de rétention du composé ;

&
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TRn: Temps de rétention de 1’alcane & n atomes de carbone élué avant le composé ;

TRn+1 : Temps de rétention de I’alcane a n+1 atomes de carbone élué aprés le compose.

3.4. Evaluation de P’activité antioxydante

L’activité antioxydante in vitro a été évaluée par le test du piégeage du radical libre
DPPH (2,2-diphenyl-I-picrylhydrazyle). Le pouvoir antioxydant de 1’huile essentielle de
thym a été estimé par comparaison avec un antioxydant de synthése le Butyl Hydroxy
Toluéne (BHT).

= Principe du test du DPPH

Le DPPH est un radical stable a température ambiante et de couleur violette
caractéristique. 11 posséde dans sa structure un électron non apparié sur un atome du pont
azote-azote. Sa particularité provient de la modification de ses propriétés d’absorption
UV/Visible selon son état : la forme oxydée (DPPH) absorbe a 517 nm alors que sa forme

réduite (DPPH-H) ne présente pas de pic d’absorption.

En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH de couleur violette se réduit en
un composé jaune (DPPH-H) dont I’intensit¢é de la coloration est inversement
proportionnelle a la capacité de I’antioxydant présent dans le milicu (Molyneux, 2004)
(Figure 27).

3
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Figure 27 : Réaction de réduction du radical DPPH par un antioxydant (Matkowski et
al., 2008)

Mode opératoire
La capacité de I’huile essentielle de thym a piéger le radical libore DPPH a été
évaluée selon la méthode décrite par Sanchez-Moreno et al. (1998), suivi du calcul de la
Cl50et de I’indice de I’activité antioxydante (IAA) (Scherer et Godoy, 2009).

- Une solution de 0,025 g/L de DPPH est préparée dans de 1’éthanol absolu, le mélange de

couleur violette est conserve a I’abri de la lumiére pour éviter son oxydation.

- Un volume de 50 pl de chacune des solutions éthanoliques d’huile essentielle préparées a
différentes concentrations est mélangé avec 1950 pL de la solution de DPPH. Le
mélange est incubé pendant 30 minutes a température ambiante et a I’abri de la lumiére.

L’absorbance est mesurée a 517 nm par un spectrophotomeétre.

Nous procédons de la méme maniére pour le BHT, un antioxydant de synthese pris comme

référence ou controle positif.

Un blanc composé de 50 puL d’éthanol et 1950 pL de la solution de DPPH est également

préparé. Chaque essai est répété trois fois.
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= Expression des résultats

L’activité antioxydante liée a I’effet de piégeage du radical DPPH est exprimé en

pourcentage d'inhibition (PI) calculé selon la formule suivante :

PI (%) = [(Abs blanc — Abs échantillon) /Abs blanc] x 100

Abs blanc : Absorbance du blanc (DPPH dans 1’éthanol) ;

Abs échantillon : Absorbance du composé d'essai.

Le graphique de la variation du pourcentage d’inhibition du radical DPPH en
fonction de la concentration de I’extrait testé nous a permis de determiner la CI50. La
concentration inhibitrice (C150) est définie comme étant la concentration de I’échantillon
testé nécessaire pour réduire 50% des radicaux libres dans le milieu réactionnel. Elle est
inversement proportionnelle au pouvoir antioxydant d’un composé. En effet, plus la valeur
de CI50 est faible, plus I’activité antioxydante est forte (Dung et al., 2008). L'activité
antioxydante est exprimée sous la forme de valeurs d’IC50 et d’IAA.

L'indice de l'activité antioxydante (IAA) est calculé selon I'équation suivante:

IAA = concentration finale de DPPH (mg/ml) / 1C50 (mg/ml)

Les résultats d’1AA sont exprimés comme suit: IAA < 0.5 — faible activité antioxydante;
1> 1AA > 0.5 — activité antioxydante modérée; 2> |AA > 1 — forte activité antioxydante;
IAA > 2 — tres forte activité antioxydante.
3.5. Analyse Statistique

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + standard de déviation (SD).
Les différences dans les moyennes des variables quantitatives entre les différents groupes
ont été analysées en utilisant le test ANOVA a un seul facteur (One-way) suivi par le test

post-hoc de Duncan.

Les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant le logiciel STATISTICA
version 10.0 (StatSoft Inc). Les variables ont été considérées comme indiquant une

différence statistiguement significative pour une valeur p inférieur a 0.05.

:



ETUDE EXPERIMENTALE

La différence entre les moyennes est significative si :

P<0.001............ **% hautement significatif
P<0.01.............. ** trés significatif
P<0.05.............. * significatif
P>0.05.............. non significatif

MATERIEL & METHODES
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1. Résultats de I’étude toxicologique

Aucune mortalité n’a été constatée chez les animaux lors de 1’expérimentation. Durant la
période de traitement, des signes cliniques de toxicité ont été observés chez les lapins traités par
le VT a savoir une baisse d’activité, des tremblements, agitation et des rougeurs au niveau des

yeux.

1.1. Effet du traitement sur I’évolution pondérale des lapins
Le poids des lapins a été noté quotidiennement le matin, pendant ’acclimatation, et la
période de I’expérimentation. Le tableau VI résume 1’évolution du poids corporel des lapins
témoins et traités par semaine de traitement.
Les résultats des variations du poids corporel des lapins des différents lots montrent :
- Au cours de I’acclimatation, une prise de poids homogene dans chaque lot avec une légére
variation non significative entre les quatre lots.
- Pendant I’expérimentation, on remarque une prise de poids homogéne chez les lapins
témoins, traités par HET et traites par VT + HET. Cependant, une diminution trés
significative (p < 0,01) du poids corporel moyen des lapins traités par VT en comparaison

avec les lapins des autres groupes est observée.

Tableau VI : Variation du poids corporel moyens des lapins pendant la période d'acclimatation
(21 jours) et la période expérimentale (21 jours)

Période Témoin HET VT VT + HET
Poids c S1 2.49 +0.02 2.50 +0.03 2.60 +0.04 2.57 +0.03
corporel g
(kg) g S2 2.53+0.03 2.67 £0.03 2.66 = 0.05 2.62 +0.05
=
g S3 2.71+0.03 2.84 +0.07 2.81 +0.06 2.76 +0.09
_ S1 2.88 +0.02 2.93+0.03 2.84 +0.07 2.91 +£0.09
= S2 2.93+0.03 3.05 +0.04 2.82£0.08°"°" | 3.08+0.06
é S3 3.12+0.01 3.11+0.03 | 2.85+0.11%"""<" | 3,12 +0.08
L

Résultats exprimés en moyenne = SD (N=5). S: semaine. a**, b**et ¢**: p < 0,01 (a: différence trés
significative par rapport au groupe témoin, b : différence trés significative par rapport groupe HET, c:

différence trés significative par rapport au groupe VT + HET).

&
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1.2. Effet du traitement sur la prise de I’aliment
La quantité moyenne d’aliment consommé en (g) durant la période d’acclimatation et la

période d’expérimentation par semaine est représentée dans le tableau VII.

D’apres les résultats obtenus, on remarque une perturbation de prise d’aliment pendant la
1ére et la 2 éme

homogéne entre les quatre lots durant la 3°™ semaine d’acclimatation.

semaine d’acclimatation. Cependant, la consommation d’aliment devient

Durant la période expérimentale, une diminution significative de la consommation
d’aliment chez ’ensemble des lapins traités par le VT par apport aux autres lots a été notée
pendant la 2 ™ et la 3 °™ semaine de I’expérimentation. Cependant, la co-administration de
HET avec le VT a permis d’améliorer la quantité moyenne d’aliments prise par les lapins mais

qui reste significativement inférieur a celle des lapins témaoins.

Tableau VII : Variation de la consommation moyenne d'aliments chez les lapins pendant la
période d'acclimatation (21 jours) et la période expérimentale (21 jours)

Période Témoin HET VT VT +HET
Prise - S1 91.91+562 | 120.11+12.46° | 84.88+9.72°" | 107.94+9.37
9 o .9 KAk *
d’Aliments | = S2 | 13051+1.11 | 171.34+6.50° 156.56 + 10.55° 145.43 +
(g/lapin) g 6.51°"
= S3 | 15956+528 @ 183.33+6.88 177.90+9.17 | 176.46 + 6.23
<
S1 | 138.60+4.69 @ 141.70+4.17 127.75+6.71 | 135.05 + 4.66
C
S S2 | 163.00+£593 @ 155.10+3.04 113.73 + 136.63 +
2 6.97%"" " 4.76%"
(6]
E S3 | 188.80+5.02 | 163.00+2.10 86.55 + 143.75 +
\8 9.21a***’b***’c** 3'19a***
n

Les résultats sont donnés en moyenne + SD (n=5). S : semaine. a* et b*: p < 0,05 ; a**, b**et c**: p< 0,01 ;

a*** et b***: p < 0,001 (a : différence par rapport au groupe témoin, b : différence par rapport groupe HET,

c : différence par rapport au groupe VT + HET).

1.3. Effet du traitement sur la prise d’eau

La prise d’eau moyenne en ml durant la période d’acclimatation et la période

d’expérimentation par semaine est représentée dans le tableau VIII.

|
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On note une perturbation de la prise d’eau pendant la 1°¢ semaine d’acclimatation entre
les différents lots. Alors que durant la 2 °™ et 3°™ semaine, une homogénéisation de la quantité
moyenne de 1’eau prise par les lapins des quatres lots a été observée.

Contrairement, au cours de I’expérimentation une diminution significative de la
consommation d’eau est observée uniquement chez le lot traité par le VT pendant la 3™
semaine de I’expérientation. Alors que chez le lot traité par VT+HET, la consommation
journaliere de I’eau était comparable a celle chez le lot témoin et le lot traité par HET durant
toute la période expérimentale.

Tableau VIII : Variation de la consommation moyenne de I’eau chez les lapins pendant la
période d'acclimatation (21 jours) et la période expérimentale (21 jours)

Période Témoin HET VT VT + HET
Prise de c S1 32.06 +0.55 | 73.28 +5.45%" 47.74 +3.74 36.68 + 1.25""
. (@]
boisson (ml | = S2 | 75.18+14.13 | 101.77 +6.05 102.77 £ 7.58 97.17 +7.69
/ lapi <
WIN | E g3 | 12050:409 | 14120580 | 118565098 | 128.33%055
g
_ S1 | 138.05+757 | 14830+19.72  147.75+17.85 | 135.10+14.70
o
5 S2 | 133.10+04.28 | 141.83+1224 | 117.77+8.80 143.67 + 13.59
C
£ S3 | 13560+275 | 139.55+ 1237 | 107.46 + 7.98°°"°" | 127.50 + 15.64
g
x
(NN

Les résultats sont donnés en moyenne + SD (n=5). S : semaine. a*, c* et b*: p <0,05; a**et b**: p < 0,01
(a : différence par rapport au groupe témoin, b : différence par rapport groupe HET, c : différence par rapport
au groupe VT + HET).

1.4. Variations du poids absolu et relatif des organes

Les valeurs absolues et relatives du poids moyen des organes enregistrées a la fin de
I’expérience pour les 04 lots de lapins sont reportées dans le tableau IX, sur lequel on note les
observations suivantes :

-Le poids absolu du rein droit et gauche du lot traité par le VT est significativement plus élevé au
poids absolu des reins du lot témoin. Le poids relatif du rein droit et gauche est

significativement supérieur chez le groupe traité par I’insecticide en comparaison au groupe

&
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témoin. Tandis que chez le lot traité par I’insecticide plus I’huile essentielle de thym, on note que
le poids moyen absolu et relatif des reins droit et gauche est trés proche de celui de lot témoin.

- Par ailleurs, le VT a entrainé une diminution significative des poids moyens absolu et relatif de
cceur chez les lapins traités comparativement aux témoins. Cependant, le poids moyen de ceeur
chez le lot traité par VT+HET était similaire a celui chez le lot témoin.

- Les poids absolus et relatifs du foie n’étaient pas influencés par I’exposition subaigiie a

I’insecticide VT.

Tableau IX : Effet du traitement sur le poids absolu (g) et relatif des organes des lapins
expérimentaux

Organes/ Poids Témoin HET VT VT+HET
)
Rein Droit
Poids absolu 7.01+0.18 7.15+0.52 7.78 £0.18" 6.95+0.18
Poids relatif 0.23 £ 0.005 0.24 £ 0.004 0.25 +0.002* 0.24 £ 0.007
Rein Gauche
Poids absolu 6.65 + 0.34 7.41 +0.40 7.86 +0.18" 7.06 +0.08
Poids relatif 0.22 +0.01 0.24 £0.01 0.26 +0.002*" 0.23+0.01
Cceeur
Poids absolu 7.67 £0.02 6.95 +0.32 6.84 +0.22" 7.39+£0.27
Poids relatif 0.25 £ 0.002 0.24 £0.03 0.22 +0.003* 0.25+0.01
Foie
Poids absolu 75.01+25 73.20 £3.45 72.14+£59 68.38 £ 0.32
Poids relatif 2.61+0.03 2.42 +0.09 2.47 +0.08 2.38 £0.11

Les résultats sont donnés en moyenne + SD pour cing lapins dans chaque groupe. a* indique une différence
significative par rapport au groupe témoin (p < 0,05), a** indique une différence tres significative par

rapport au groupe témoin (p < 0,01).

1.5. Paramétres biochimiques
1.5.1. Paramétres biochimiques de la fonction rénale
L'effet de I’exposition subaigiic au VT et/ou HET sur les parametres biochimiques de la
fonction rénale chez le lapin est représenté dans la planche 1.
L'administration du Voliam targo® a induit une augmentation significative (p < 0.05) du

taux plasmatique de I'acide urique et de la créatinine par rapport au lot témoin (2.70 £+ 0.62 mg/d|
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vs 1.73 £ 0.35 mg/dl ; 3.58 + 0.82 mg/dl vs 1.14 + 0.07 mg/dl, respectivement). Néanmoins, la
co-administration d’huile essenticlle de thym a permis de restaurer le taux élevé des

biomarqueurs de la fonction rénale vers les normes.

A

am

2m

100

Moyenne acideurique (mg/dl)

0.00

Témoin

VT + HET

Groupes

40

300

Moyenne Creatinine (mgl/dl)

000

Teémoin HET VT + HET

Groupes
Planche 1: Effet du traitement sur les parametres biochimiques de la fonction rénale (acide

urique et creatinine) chez les lapins expérimentaux. * Significativement différent (p < 0.05) par
rapport aux autres groupes.
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1.5.2. Paramétres biochimiques de la fonction hépatique

L’administration orale de VT pendant 21 jours a entrainé une augmentation significative
des taux sériques d'ASAT, d'ALAT et de y-GT en comparaison au groupe témoin. En revanche,
la co-administration de I’HE de T. vulgaris a permis de corriger les variations causées par le VT
(Planche 2).

De plus, le taux plasmatique en glucose augmente significativement chez les lapins traités
par le VT par rapport au lot témoin (145.00 + 7.78 mg/dl vs 106.4 + 8.06 mg/dl, p < 0.05).
Cependant, nous avons noté une diminution de la glycémie chez le lot traité par VT+HET en
comparaison avec le lot traité par le VT (127.60 £ 9.68 mg/dl vs145.00 + 7.78 mg/dl, p < 0.05,

respectivement).
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Planche 2 : Effet du traitement sur les paramétres biochimiques de la fonction hépatique (ASAT,
ALAT, v-GT et glucose) chez les lapins expérimentaux. * Significativement différent (p < 0.05)

par rapport au groupe témoin et au groupe HET ; ** Tres significativement différent (p < 0.01) par
rapport aux autres groupes.
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1.5.3. Paramétres biochimiques du bilan lipidique
L’exposition subaigué au VT a provoqué une perturbation de certains parameétres
lipidiques a savoir une diminution significative du taux de cholestérol total, LDL-c et du facteur
athérogéne LDL-c /HDL-c. Par contre, aucune différence significative des différents parametres
biochimiques du bilan lipidique entre le lot traité par VT+HET et le lot témoin n’a été observée.
Par ailleurs, une diminution significative du rapport LDL-c /HDL-c et du I’'IAP a été observée

chez les lapins traités par HET en comparaison avec les lapins témoins (Planche 3).
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Planche 3 : Effet du traitement sur les paramétres biochimiques du bilan lipidique (CT, TG,
HDL-c, LDL-c, VLDL-c, IAP, LDL-c/HDL-c et TC/HDL-c) chez les lapins expérimentaux.

S

Fl..
e —f—
E :
; LE oo =
*
e '
Tavem T - Vi
Groupes
H o
¢ Mo
:
&
=
' ooy
vt e vIelEr
Groupes

* Significativement différent (p < 0.05) par rapport aux autres groupes.
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1.6. Aspects histologiques
Nous avons réalis¢é deux types de colorations topographiques, I’hématoxyline-€osine
(H&E) et le Trichrome de Masson, afin de mettre en évidence les Iésions histologiques causées
par le pesticide VT et rechercher I’effet protecteur de I’huile essentielle de thym supplémenté par

gavage.

1.6.1. Histopathologie du rein

L’observation microscopique des coupes histologiques du rein aux différents
grossissementsnous a permis de saisir I’architecture rénale ainsi de comparer 1’aspect
histologique des quatre lots étudieés.

Le parenchyme rénal est entouré d’une capsule conjonctive du tissu fibreux qui le
protege ; il est constitué de deux zones concentriques de teintes et de textures différentes :
une zone externe peéeripherique, la corticale, qui comporte les glomeérules, les tubes
contournés proximaux et distaux et les tubes collecteurs; et une partie centrale, la

médullaire.

+ Histologie du parenchyme rénal des lapins témoins

L’analyse microscopique des coupes histologiques du parenchyme rénal chez les
lapins témoins a différents grossissements révele une organisation normale du rein, avec une

architecture classique.

L’architecture du cortex rénale du lapin témoin, montre au faible grossissement
(Planches 4A et 5A) des corpuscules rénaux qui tendent a se disposer en rangées paralleles
perpendiculairement a la capsule dans le cortex labyrinthe. La majeure partie du tissu qui
entoure les glomérules dans le cortex est constituées de tubes contournés proximaux (TP) et
distaux (TD).

Le fort grossissement (Planches 4B et 5B) permet de bien visualiser les constituants du
cortex rénal, et qui sont :

e Les corpuscules rénaux, ou corpuscules de Malpighi : chaque glomérule apparait
comme une structure dense plus ou moins arrondie, et entourée par une zone claire,
c’est la chambre glomérulaire ou ’espace de Bowman.

e Le tube contourné proximal : caractérisé par une lumiere étroite et un épithélium
cubique simple ; ses cellules sont munies d'une bordure en brosse apicale,

indicatrice d’une fonction d’absorption.
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e Le tube contourné distal : présente un epithélium cylindrique, une lumiere nette et

plus importante, avec 1’absence de bordure en brosse.
+ Histologie du parenchyme rénal des lapins traités par HET

A partir des planches 4 et 5, on remarque que les lapins traités par ’huile essentielle de
thym présentent un parenchyme rénal comparable a celui du groupe témoin, sans lésions

histopathologiques visibles.

+ Histologie du parenchyme rénal des lapins traités par ’insecticide VT

Contrairement aux témoins, I’examen microscopique par un faible puis un fort
grossissement des coupes histologiques du tissu rénal des lapins exposés a un traitement
subaigile de Voliam Targo® pendent 21 jours révéle la présence d’une architecture
désorganisée du parenchyme rénal ainsi de nombreuses altérations structurales et

cellulaires, représentées dans la planche 4E et F et la planche 5E et F, qui se manifestent par:

» Congestion vasculaire ;

> Dilatation des vaisseaux sanguins ;

> Des foyers de nécrose tubulaire avec dilatation de quelques tubules contournés
proximaux et distaux ;

> Dilatation de la chambre glomérulaire et une destruction de certains glomérules ;
» Infiltration des cellules inflammatoires en région corticale.

Ces modifications affectent la filtration glomérulaire et la réabsorption tubulaire.
+ Histologie du parenchyme rénal des lapins traités par VT+HET

L’observation microscopique du cortex rénal des lapins traités par I’insecticide et co-
administrés par ’huile essentielle de thym montrent une architecture semblable a celle des
témoins et moins désorganisée comparativement a celle observée chez le lot traité par le VT
uniquement (Planche 4G et H, Planche 5G et H). Les changements positifs causés par I’huile
essentielle de thym apparaissent a travers I’observation d’une dilatation moins importante

des tubules et des congestions locales tres faibles.
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Planche 4 : Aspect histologique du cortex rénal des lapins expérimentaux (A, C, E, G): X 100, (B, D, F,
H) : X 400 coloration H&E.

Légende: Les sections des lapins témoins (A et B) et des lapins traités par HET (C et D) montrent un
aspect histologique normal du parenchyme rénal avec une architecture typique des glomérules (G), des
tubules contournés proximaux (TP) et distaux (TD). Les sections des lapins traités par VT (E et F)
montrent une architecture désorganisée du parenchyme rénal avec de nombreuses altérations cellulaires
a savoir une congestion et une dilatation des vaisseaux sanguins (Astérisque), des foyers de nécrose
tubulaire (DC) avec dilatation de quelques tubules contournés proximaux (TP) et distaux (TD) et une
dilatation de la chambre glomérulaire (Fléche rouge). Les sections des lapins traités par VT + HET (G
et H) montrent une structure classique du cortex rénal sans lésion visible. EB : espace de Bowman, VS :
vaisseau sanguin, Fléche noir : pyramide de Ferrain.
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Planche 5 : Histologie du cortex rénal des lapins expérimentaux (A, C, E, G): X 100, (B, D, F,
H) : X 400 coloration Trichrome de Masson.

Légende: Les sections des lapins témoins (A et B) et des lapins traités par HET (C et D) montrent une
structure typique des glomérules (G), des tubules contournés proximaux (TP) et distaux (TD). Un cortex
rénal présentant des altérations cellulaires chez les lapins traités par VT (E et F) avec une désorganisation
cellulaire (DC) du TP et une dilatation et congestion des vaisseaux sanguins (Astérisque). Les sections
des lapins traités par VT + HET (G et H) montrent un aspect histologique normal du cortex rénal avec
une légére congestion des vaisseaux sanguins (VS). EB : espace de Bowman, Fléche noir : pyramide de
Ferrain.
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1.6.2. Histopathologie du tissu nerveux
Nous avons procedé a une étude histologique de différentes structures cérébrales, a savoir :

le cortex cérébral, I’hippocampe et le cervelet.
A. Histopathologie du cerveau
% Histopathologie de cortex cérébral

L’observation des coupes histologiques du cortex cérébral des lapins témoins et ceux
traités par HET a révélé une architecture cellulaire normale ; le tissu nerveux est constitué de

neurones, de cellules gliales et de capillaires sanguins.

L’¢tude histologique des coupes du cortex cérébral des lapins traités par le VT montre
I’effet neurotoxique due a I’exposition subaigue a ce xénobiotique. Cette toxicité se traduit au
niveau tissulaire par une nécrose cellulaire marquée par la présence des vacuoles entourant les
cellules nerveuses et un neuropile vacuolisé avec une perte d’architecture tissulaire. Tandis que
I’observation microscopique des coupes histologiques du cortex cérbral des lapins traités par

VT+HET revele une architecture plus au moins normale du tissu cérébral (Planche 6).
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Planche 6 : Aspect histologique du cortex cérébral des lapins expérimentaux (A, C, E, G): X 40,

(B, D, F, H) : X 100 coloration H&E.

Légende: Les sections des lapins témoins (A et B) et des lapins traités par HET (C et D) montrent une
structure normale des cellules nerveuses constituants les différentes couches du cortex cérébral (I: couche
moléculaire; I1: couche granulaire externe; I11: couche pyramidale externe; 1V: couche granulaire interne;
V: couche pyramidale interne; VI: couche polymorphe). Les sections des lapins traités par VT (E et F)
montrent un neuropile vacuolisé (V) au niveau des différentes couches du cortex cérébral, des cellules
gliales (G) de structure désorganisée et une nécrose (O) des cellules nerveuses (N). Les sections des
lapins traités par VT + HET (G et H) montrent une architecture plus au moins normale du cortex cérébral
avec une amélioration de la structure des cellules nerveuses constituant les différentes couches du cortex

cérébral. VS : vaisseau sanguin.
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% Histopathologie de ’hippocampe

+ Chez les lapins témoins
L'analyse microscopique des coupes histologiques de I’hippocampe des lapins témoins
montre une architecture normale classique du tissu de 1’hippocampe sans Iésion visible. Il y’a
une répartition cellulaire homogene. Les cellules nerveuses de I’hippocampe sont normales et
intactes en termes de morphologie, d'arrangement et de distribution cellulaires (Planche 7A et
B).
+ Chez les lapins traités par HET
L'examen microscopique des sections de 1’hippocampe des lapins traités par HET révéle
une architecture similaire a celle des animaux du groupe témoin et montre une structure normale

de I’hippocampe sans Iésions visibles (Planche 7C et D).

+ Chez les lapins traités par le VT

Les coupes histologiques de I’hippocampe apres 21 j d’exposition au VT ont présentés des
altérations structurales accentuées. Le tissu hippocampique était le siege d’un cedéme important
et d’une désorganisation de ’architecture des cellules nerveuses ; ces dernieres apparaissent
rétractées et présentent des halots clairs péricellulaires (Planche 7E et F).

+ Chez les lapins traités par le VT+HET

L’observation microscopique de I’hippocampe des lapins traités par le VT+HET révéle une
architecture hippocampique conservée proche a celle de groupe témoin avec une congestion

vasculaire discréte (Planche 7G et H).
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Planche 7 : Aspect histologique de I’hippocampe des lapins expérimentaux (A, C, E, G): X 100,
(B, D, F, H) : X400 coloration H&E.

Légende: Les sections des lapins témoins (A et B) et des lapins traités par HET (C et D) montrent une
structure histologique classique du tissu hippacampique avec trois couches, une couche moléculaire (M),
une couche des neurones pyramidaux (Fléche noir) et une couche polymorphe (P). Les sections des
lapins traités par VT (E et F) montrent un cedéme important (Astérisque) et une désorganisation de
I’architecture des cellules nerveuses qui apparaissent rétractées (fleche rouge) et présentent des halots
clairs péricellulaires (fleches bleues) et des noyaux picnotiques (fleches noires). Les sections des lapins
traités par VT + HET (G et H) montrent une architecture hippocampique conservee proche a celle de
groupe témoin. VS : vaisseau sanguin, G : cellules gliales.
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B. Histopathologie de cervelet
+ Chez les lapins témoins
L’étude histologique du cervelet chez les lapins témoins montre une architecture
histologique normale de cervelet ; une couche de Purkinje intacte, une couche moléculaire et une
couche granulaire avec une répartition cellulaire homogene (Planche 8A et B).
+ Chez les lapins traités par HET
L’étude histologique de cervelet chez les lapins traités par HET montre une structure
normale des trois couches corticales cérébelleuses: couche moléculaire (CM), granulaire (CG)
avec alignement des cellules nerveuses de Purkinje qui sont bien individualisées (Planche 8C et
D).

+ Chez les lapins traités par le VT

L’observation microscopique de cervelet des lapins traités par le VT révele la présence
d’cedéme interstitiel au niveau de cervelet, une degénérescence et rétraction des cellules
nerveuses. Les cellules de Purkinje apparaissent espacées et rétractées. De plus, des fontes
nucléaires des cellules de Purkinje ont été remarquées (Planche 8E et F.

# Chez les lapins traités par le VT+HET

La structure histologique du cervelet chez les lapins traités par le VT+HET montre une
architecture normale avec une distribution des cellules régulieres dont les cellules ganglionnaires
et les cellules de Purkinje sont conservées avec absence d’anomalies ou des Iésions tissulaires

(Planche 8G et H).
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Planche 8 : Aspect histologique du cervelet des lapins expérimentaux (A, C, E, G): X 100, (B, D,
F, H) : X 400 coloration H&E.

Légende: Les sections des lapins témoins (A et B) et des lapins traités par HET (C et D) montrent une
structure histologique normale de cervelet ; une couche de Purkinje (Fléche rouge) intacte, une couche
moléculaire (ML) et une couche granulaire (GL) avec une répartition cellulaire homogene. Les sections
des lapins traités par VT (E et F) montrent un neuropile vacuolisé (V) au niveau des trois couches du
cortex cerébelleux avec une neurodégénérescence des cellules de Purkinje (Pointe de fléche). Les
sections des lapins traités par VT + HET (G et H) montrent une structure normale des trois couches du
cortex cérébelleux.
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1.6.3. Histopathologie du cceur
+ Lot témoin

L’étude microscopique de cceur des lapins du groupe témoin révéle une structure
histologique normale du tissu cardiaque sans altération (Planches 9A et 10A).

Au plus fort grossissement, on observe I’endocarde qui’ est une couche unique des cellules
endothéliales aplatie en continuité avec ’endothélium des vaisseaux qui arrivent et partent du
ceeur ; le myocarde est plus épais au niveau des parois ventriculaires constitué du muscle
cardiaque (cardiomyocytes) dont la structure s’accorde avec les particularités fonctionnelles du
cceur et contient des vaisseaux sanguins et des nerfs ; 1’épicarde est constitué par une couche des

cellules mésothéliales aplaties (Planches 9B et 10B).

+ Lot traité par HET
Selon la planche 9C et D, on remarque que la structure du parenchyme cardiaque des
lapins traités par HET ressemble a celle du groupe témoin mettant en évidence une architecture
normale du tissu cardiaque, qui est formé de fibres musculaires cardiaques typiques fait des
cellules myocardiques contenant un ou deux noyaux et un cytoplasme ramifié étendu donnant
I’apparence d’un réseau tridimensionnel continu. Les noyaux allongés sont situés au centre de la
cellule myocardique.
+ Lot traité par le VT
L’observation microscopique des coupes histologiques du tissu cardiaque (Planche 9E et F,
Planche 10E et F) des lapins traités pendant 21 jours par le VT comparativement avec le témoin
révele une architecture plus au moins désorganisée. Les principales Iésions histologiques du
parenchyme cardiaque observées sont :

e Des capillaires sanguins congestionnés.
e Infiltration des cellules inflammatoires.
e (Edémes.

e une augmentation des masses de fibres de collagene parmi les fibres musculaires

cardiaques et autour des vaisseaux sanguins congestionnés (Fibrine).

+ Lot VT+HET

L’examen du parenchyme cardiaque des lapins traités par VT+HET montre une
architecture moins désorganisée. Nous avons remarqué une légere congestion vasculaire avec

absenced’inflammation, d’cedéme et de fibrine (Planche 9G et H, Planche 10G et H).
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Planche 9 : Aspect histologique du parenchyme cardiaque des lapins expérimentaux (A, C, E,
G): X 100, (B, D, F, H) : X 400 coloration H&E.

Légende: Les sections des lapins témoins (A et B) et des lapins traités par HET (C et D) montrent une
structure histologique normale du tissu cardiaque sans altération avec des fibres musculaires cardiaques
(FMC) intactes faites de cellules myocardiques (CM) contenant un ou deux noyaux (N) et un cytoplasme
ramifié étendu donnant ’apparence d’un réseau tridimensionnel continu. Les sections des lapins traités
par VT (E et F) montrent une architecture plus au moins desorganisés du parenchyme cardiaque avec
quelques lésions histologiques, a savoir : une infiltration des cellules inflammatoires (IF), oedéme (O) et
de fibrine (F). Les sections des lapins traités par VT + HET (G et H) montrent une amélioration de la
structure de tissu cardiaque. M : myocarde, P : péricarde, TA : tissu Adipeux, VS : vaisseau Sanguin.
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Planche 10 : Histologie du parenchyme cardiaque des lapins expérimentaux (A, C, E, G): X
100, (B, D, F, H) : X 400 coloration Trichrome de Masson.

Légende: Les sections des lapins témoins (A et B) et des lapins traités par HET (C et D) montrent une
structure histologique classique de la paroi cardiaque avec un tissu adipeux (TA) et un tissu myocardique
(M) contenant des fibres musculaires cardiaques (FMC) intactes séparés par des disques intercalaires
(DI). Les sections des lapins traités par VT (E et F) montrent une augmentation de masse des fibres de
collagene (Fb) parmi les fibres musculaires cardiaques (FMC) et autour des vaisseaux sanguins
congestionnés (CV). Les sections des lapins traités par VT+HET (G et H) montrent une architecture
moins désorganisée du parenchyme cardiaque avec une nette diminution des fibres de collagéne (Fb). N :
noyau, VS : vaisseau sanguin.
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1.6.4. Histopathologie du foie
+ Histologie du foie du lot témoin

L’observation des coupes histologiques du parenchyme hépatique des lapins témoins
révele une organisation histologique normal du foie, avec une architecture lobulaire conservée,
centrée par une veine centro-lobulaire et limitée en périphérie par plusieurs espaces portes (EP)

d’aspect régulier.

Chaque lobule, possédant une forme hexagonale, est formé des travées hépatocytaires,
disposées radiairement autour d’une veine centro-lobulaire. Ces travées sont séparées par des
capillaires sinusoides sous forme d’espace peu coloré.

Dans les lobules, Les hépatocytes sont d’aspects réguliers polygonaux a cytoplasme
éosinophile dense avec un noyau rond régulier central. Elles sont étroitement serrées les uns
contre les autres, autour d’une veine centro-lobulaire et entre eux des sinusoides et des espaces
portes (Planche 11A et B).

La coloration au Trichrome de Masson est un marqueur important de la fibrose hépatique
et est utilisée pour mettre en évidence les fibres de collagene. Le tissu conjonctif a été démontré
comme une fine couche de fibres de collagéne dans la paroi de la veine centrale et les espaces

portes dans le lot témoin (Planche 12A et B).

+ Histologie du foie du lot traité par HET
L’observation des coupes histologiques du parenchyme hépatique des lapins traités par
HET, révele une organisation histologique d’un foic normal, des lobules hépatiques possédant
une forme hexagonale et qui sont centrées par une veine centro-lobulaire, la présence des travées
hépatocytaires avec un cytoplasme des hépatocytes dense et des noyaux arrondis, autour d’une
veine centro lobulaire et entre eux des sinusoides et des espaces portes (Planches 11C et D).
La coloration au Trichrome de Masson a révélé une fine couche de collagene autour des

espaces portes semblable a celle observée chez le lot témoin (Planche 12C et D).

+ Histologie du foie du lot traité par le VT
L’examen du parenchyme hépatique des lapines traités par le VT, révéle une architecture
plus ou moins désorganisée des lobules hépatiques. Cette désorganisation est marquée par la
présence des lésions hépatiques qui peuvent se résumer comme suit :
- Dilatation et congestion des veines centrolobulaires ;
- Infiltration des cellules inflammatoires ;

- Des micro-vacuoles existent dans plusieurs hépatocytes et indiquent une souffrance
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cellulaire ou stéatose ;

- Dilatation des espaces portes et des sinusoides (Planche 11E et F).

L’observation des coupes des sections de foie colorés au Trichrome Masson a permet de

mettre en évidence une accumulation des fibres de collagene denses au niveau de la zone porte
(Planche 12E et F).

+ Histologie du foie du lot traité par VT + HET

La structure du parenchyme hépatique chez les lapins traités par VT+HET montre une
réorganisation de 1’architecture du lobule hépatique comparable a celle des lapins témoins, avec
cependant quelques Iésions a savoir une discrete congestion sanguine dans la veine centro-

lobulaire et un infiltrat minime au niveau des espaces portes (Planche 11G et H).

La coloration Trichrome Masson a montré un dép6t nettement réduit de tissu fibreux dans
le foie des lapins traités par VT+HET (Planche 12G et H).
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Planche 11 : Aspect histologique du parenchyme hépatique des lapins expérimentaux (A, C,
E, G): X 100, (B, D, F, H) : X 400 coloration H&E.

Légende: Les sections des lapins témoins (A et B) et des lapins traités par HET (C et D) montrent une
organisation histologique normal du tissu hépatique, avec une architecture lobulaire conservée, centrée
par une veine centro-lobulaire (CV) et limitée en périphérie par plusieurs espaces portes (PA). Les
sections des lapins traités par VT (E et F) montrent une architecture plus ou moins désorganisée des
lobules hépatiques, marquée par la présence des lésions hépatiques a savoir : une dilatation et congestion
des veines centro-lobulaires (CV), une infiltration des cellules inflammatoires (IF), microvacuolisation du
cytoplasme des hépatocytes (Fléche noir) et une dilatation des espaces portes (EP) et des sinusoides (S).
Les sections des lapins traités par VT+HET (G et H) montrent une réorganisation de la structure du lobule
hépatique comparable a celle des lapins témoins. H : Hépatocyte.
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Planche 12 : Histologie du parenchyme hépatique des lapins expérimentaux (A, C, E, G): X
100, (B, D, F, H) : X 400 coloration Trichrome de Masson.

Légende: Les sections des lapins témoins (A et B) et des lapins traités par HET (C et D) montrent une
architecture lobulaire normale avec un minimum de fibres de collagene (Fleche noir). Les sections des
lapins traités par VT (E et F) montrent une dilatation des espaces portes (PA) et une accumulation des
fibres de collagene denses (Fléche noir) au niveau de la zone porte avec dilatation des sinusoide (S). Les
sections des lapins traités par VT+HET (G et H) montrent une réorganisation de la structure du lobule
hépatique comparable a celle des lapins témoins avec un dép6t nettement réduit de tissu fibreux au niveau
de la zone porte (PA) et autour les veines centro-lobulaires (CV). H : Hépatocyte, PV : veine porte.
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1.7. Reésultats de I’étude immunohistochimique
Dans notre étude, nous avons évalué 1’expression immuno-histochimique de deux
biomarqueurs : I’alpha-foetoprotéine (AFP) et la Bcl-2 au niveau des cellules hépatiques des

lapins témoins et ceux traités.

1.7.1. Etude IHC de I’expression de Bcl-2 dans le foie
+ Expression de Bcl-2 dans le foie des lapins témoins
L’observation au faible grossissement montre une expression positive de la Bcl-2 au
niveau des hépatocytes, les espaces sinusoidales et la veine Centro-lobulaire. Au fort
grossissement, un marquage positif a été observé au niveau cytoplasmique des hépatocytes chez

les lapins temoins (Planche 13A et B).

+ Expression de Bcl-2 dans le foie des lapins traités par HET
L’observation au faible grossissement montre une expression positive de la Bcl-2 au
niveau des hépatocytes ainsi qu’au niveau des espaces portes chez le lapin traité par HET. Au
fort grossissement, on observe un marquage cytoplasmique des hépatocytes et des espaces
sinusoidales (Planche 13C et D).
+ Expression de Bcl-2 dans le foie des lapins traités par le VT
L’observation microscopique montre une expression négative de Bcl-2 au niveau du

parenchyme hépatique des lapins traités par le VT (Planche 13E et F).
+ Expression de Bcl-2 dans le foie des lapins traités par VT +HET

L’observation microscopique montre un marquage doublement positif au niveau des
espaces sinusoidales, la wveine centro-lobulaire, les espaces portes et aussi au niveau

cytoplasmique des hépatocytes (Planche 13G et H).
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Planche 13 : Expression immunohistochimique de la protéine Bcl-2 dans le parenchyme
hépatique chez les lapins expérimentaux (A, C E et G): X 100, (B, D, F et H) : X 400.

Légende: une expression cytoplasmique positive de la protéine Bcl-2 chez le lot témoin (A et B) et le lot
HET (C et D), une forte immuno-expression de Bcl-2 dans le groupe VT + HET (G et H) et une
immunoexpression négative de la Bcl-2 dans le groupe VT (E et F). Fleche noir: expression
cytoplasmique de Bcl-2 ; CV : veine centro-lobulaire ; EP : espace porte, IF : infiltrat inflammatoire.
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1.7.2. Etude IHC de I’expression de I’AFP dans le foie

+ Expression de ’AFP dans le foie des lapins témoins
L’observation microscopique montre une expression tres faible a négative de I’AFP au

niveau du tissu hépatique des lapins témoins (Planche 14A et B).

+ Expression de ’AFP dans le foie des lapins traités par HET
L’observation au faible grossissement montre un signal immunohistochimique positive de
I’AFP au niveau de la veine centro-lobulaire et des hépatocytes. Au fort grossissement, on
observe un immunomarquage positif au niveau membranaire et cytoplasmique des hépatocytes
(Planche 14C et D).
+ Expression de PAFP dans le foie des lapins traités par le VT
Une expression négative de I’AFP a été notée au niveau de tissu hépatique des lapins
traités par I’inecticide seul (Planche 14E et F).

+ Expression de ’AFP dans le foie des lapins traités par VT + HET

L’observation a faible grossissement montre une expression doublement positive de I’AFP
au niveau de la veine centro-lobulaire, la triade portale et des hépatocytes. Au fort grossissement,

un marquage positif au niveau membranaire des hépatocytes a été observée (Planche 14G et H).
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Planche 14 : Expression immunohistochimique de I’AFP dans le parenchyme hépatique chez les lapins
expérimentaux (A, C E et G): X 100, (B, D, F et H) : X 400.

Légende: un marquage négatif de I’AFP chez le lot témoin (A et B) et le lot VT (E et F), et une
expression cytoplasmique positive de I'AFP dans le tissu hépatique chez le lot HET (C et D) et le lot
VT+HET (G et H). Fleche noir : expression cytoplasmique de AFP ; CV : veine centro-lobulaire ; EP :
espace porte ; H : hépatocyte ; S : sinusoide.
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2.  Résultats de I’extraction de I’huile essentielle de thym

2.1. Rendement en huile essentielle

L'hydrodistillation de la partie aérienne seche de la plante, menée dans un appareil
Clevenger, nous a permet d’obtenir un rendement de 0.30% de I’huile essentielle. Les
rendements en HE en fonction du temps sont représentés dans le tableau X.

Tableau X : Rendements de I’huile essentielle de thym en continu durant la méme extraction
par hydrodistillation
Durée 60 85 88 91 94 120
d’extraction (min)

Rendement (%) @ 0.00 0.04 0.09 0.13 0.18 0.30

2.2. Résultats de I’étude analytique de I’huile essentielle

2.2.1. Propriétes physiques et organoleptiques de I’huile essentielle de thym

Les propriétés physiques et organoleptiques sont considérées comme étant des criteres de
verification et de contrdle de la qualit¢é de ’'HE. Le Tableau XI regroupe les valeurs des

constantes physiques ainsi que les caractéristiques organoleptiques de HET.

Tableau XI : Propriétés physiques et organoleptiques de 1’huile essentielle du Thym

Type d’extraction Hydrodistillation
Constantes physiques Densité a 20°C 0,92
Indice de réfraction a 20°C 1,49
Caracteristiques Aspect Liquide mobile
organoleptiques :
Couleur Brun clair
Odeur Caractéristique, aromatique,

Iégerement épice.
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2.2.2. Composition chimique de I’huile essentielle de thym

La composition qualitative et quantitative de I’huile essentielle de thym est consignée dans
le tableau XII, par ordre d’élution et selon les familles chimiques. Le chromatogramme obtenu
par ’analyse CG/SM de HET est représenté par la figure 28.

L’analyse de HET par CG/SM nous a permis d’identifier 13 composés volatiles qui
représentent environ 99.73% de la composition chimique totale de HET ; dont le composée
majoritaire est le carvacrol (86,25%). D’autre part, la teneur des autres composés varie entre
(0,03 - 1,70%) sauf pour : le linalool a (3,00%), et I’alpha-Humeléne a (3,90%).

La composition chimique par famille de I’huile essentielle du thym nous révéle que :

= les monoterpenes hydrocarboneés sont presents en tres faibles teneurs (1.48%) ;
= T’HET est caractérisé par de tres fortes teneurs en monoterpénes oxygeénes (89.84%);
= PHET présente de faibles teneurs en sesquiterpenes (6.78%) et une absence de

sesquiterpénes oxygenes.

Carvacrol
1 Alpha Terp
a pha op:xwm H-JC\ P
2 Cywwra<Para-> ~ ”
3 Gamuma Terpindne
4 Linalool / HO” S ~CHa
6 thymol

7 carvacrol

2 Aromadendrens

9 Alpha Humeline

10 Cadiné ne<Garruna- >
11 Cadiire<Delta-»

5 caxvacyol thyl ether
-3 mathyl o | CHs

Figure 28 : Chromatogramme CG-SM de I’huile essentielle de Thymus vulgaris
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Tableau XI1: Composition chimique de I’huile essentielle de Thymus vulgaris identifiée par

CG-SM
N° Composants Pourcentage (%) | IR apolaire HP5MS
Monoterpéenes hydrocarbonés 1.48
1 Alpha Terpinene 0,28 1019
2 para-Cymene 0,67 1028
3 trans-Ociméne 0,40 1052
4 gamma-Terpinene 0,13 1065
Monoterpénes Oxygénés 89.84
5 Linalool 3,00 1123
6 Terpin-4-ol 0,05 1179
7 Thymol 0,54 1302
8 Carvacrol 86,25 1318
Sesquiterpénes 6.78
9 Aromadendrene 1,15 1439
10 alpha-Humelene 3,90 1454
11 gamma-Cadinéne 1,70 1513
12 delta-Cadinene 0,03 1542
Autres composes 0Xygénes 1.63
13 Carvacrol méthyle éther 1,63 1282
Composés Oxygénés totaux 91.47

Composés non Oxygénés totaux | 8.26

IR : Indice de rétention

2.3. Activité antioxydante de I’huile essentielle de thym

L’évaluation de la capacité de I’huile essentielle de T. vulgaris a piéger le radical libre
DPPH, a été réalisée par la mesure de son absorbance en présence de ce derniere, et ce, a
différentes concentrations. Les résultats obtenus ont permis de tracer les courbes de la Figure 43,
qui représentent la variation du pourcentage d’inhibition du radical DPPH en fonction de la

concentration de 1’huile essentielle et du BHT.
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La Figure 29 indique une augmentation des pourcentages d’inhibition (PI) du radical
DPPH en fonction des concentrations de I’extrait de thym. A la plus faible concentration (1
mg/ml), ’huile du thym a présenté un Pl de 36.64% tandis qu’a la plus grande concentration
(100 mg/ml), le PI a atteint 85.34%. Ceci montre que I’huile essentielle de thym piegent le

radical superoxyde d’une maniére dose dépendante.

o /./ /
60 ) _—
50 /

% d'inhibition du radical DPPH
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30 == BHT
20
10
0
0 20 40 60 80 100 120

Concentration (mg/ml)

Figure 29 : Pourcentage de piégeage du radical libre en fonction du la concentration de
I’huile essentielle de T. vulgaris et du BHT

Afin d’évaluer et de comparer I’efficacité de HET par rapport a I’antioxydant de synthése
(BHT), la CI50 et IAA ont été déterminés. D’aprés les résultats du tableau XIII, HET a révélé
une tres forte activité antioxydante avec une CI50 de I’ordre de 28.15 + 0.04 mg/ml et un indice
de I’activité antioxydante (IAA) de 3.03. Cependant, la capacité antioxydante de de l'huile
essentielle de thym reste moindre par rapport a I’antioxydant synthétique de référence, la BHT
(CI50 = 6.09 mg/ml et IAA = 14.86).

Tableau XI11: Activité antioxydante de 1’huile essentielle de T. vulgaris et de BHT obtenues
par le test de DPPH
Pouvoir antioxydant HET BHT

CI150 (mg/ml) 28.15 + 0.04 6.09 £0.03

AAI 3.03 14.86
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CHAPITRE 3 : DISCUSSION GENERALE

Le traitement par les produits phytosanitaires est jusqu’a présent le moyen prépondérant
pour la protection de I’homme et de son environnement des différents ravageurs. L’agriculture
moderne est devenue cependant une véritable source de pollution ; 1'usage systématique des
pesticides a de forte teneur engendre souvent des conséquences multiples sur la santé humaine et

sur I’environnement (Eddaya et al., 2015).

L’utilisation intensive des pesticides, entraine leur accumulation dans les €cosystémes
provoquant ainsi 1’apparition de diverses pathologies humaines, parmi lesquels le cancer, les
troubles endocriniens, les maladies cardio-vasculaires et neuro-dégéneératives (Pereira et al.,
2015). Les pesticides peuvent affecter les systemes respiratoire, reproducteur, rénal, hépatique et
circulatoire (Ansari et al., 2021 ; Rani et al., 2021). Notamment, des études récentes ont rapporté
la détection des residus des pesticides dans les legumes, les fruits, I'air, I'eau des rivieres et les
eaux souterraines (Mebdoua, 2019 ; Olisah et al., 2020; Sousa et al., 2021). Il est donc
indispensable de rechercher de nouvelles stratégies pour réduire voire prévenir I'impact de ces

Xénobiotiques.

Parmi ces molécules, figure la famille des avermectines qui sont employés comme
médicaments vétérinaires destinés aux animaux producteurs de denrées alimentaires, et comme
agents de protection des végétaux insecticides et acaricides dans le secteur agricole (Bai et
Ogbourne, 2016). Les avermectines sont parmi les pesticides les plus couramment utilisés dans
le monde ainsi qu’en Algérie (Khaldoun Qularbi et al., 2013 ; Fent, 2014).

Actuellement, de nombreuses études ont révélés I’'intérét de la phytothérapie dans le
traitement des diverses maladies. Les extraits ou les huiles essentielles des plantes médicinales
contiennent des molécules antioxydants naturels trés efficaces, tels que les dérivés de 1’isopréne,

le caroténe, les terpeénes et divers polyphénols qui pourraient servir d’agents protecteurs.

Ce travail de these a été mené dans l'objectif, d’une part, d’examiner I’impact
toxicologique de D’insecticide Voliam Targo®; et d’autre part, d’évaluer 1’effet protecteur
possible d’une supplémentation de I’huile essentielle de thym Thymus wvulgaris sur les
parametres biochimiques, histologiques et immunohistochimiques chez le lapin male de souche

synthétique (Oryctolagus cuniculus).

Le choix de produit biocide a tester, dans ce travail de these, a été fait suite aux résultats

obtenus sur la toxicité des avermectines commercialisés en Algérie (abamectine, emamectine
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benzoate) (Khaldoun Oularbi et al., 2013 ; Khaldoun Qularbi et al., 2015 ; Khaldoun Oularbi et
al., 2017) ; nous avons ciblé ainsi une formulation insecticide a base d’abamectine a savoir, le
Voliam Targo®. Cette formulation est une association de deux molécules, dont ’une est toxique
qui est I’abamectine et la deuxiéme est non toxique (chlorantraniliprole) ; ce produit

phytosanitaire (VT) a été introduit et homologués en Algérie depuis 2011 (ACTA, 2015).

Le choix ciblé de la plante a été basé sur la large distribution et répartition de cette espéce
en Algérie, sa disponibilité et son emploi large en culinaire, en cosmétique et en médecine
traditionnel par les populations locales.

v Effet du traitement sur le comportement des lapins

L’administration par voie orale de I’insecticide Voliam Targo® a entrainé des troubles du
comportement des lapins traités. Les principales manifestations de toxicité observées sont des
troubles du systéeme nerveux central (tremblement, agitation et baisse d’activité des animaux).
Nos résultats, sont en accord avec ceux observés par Khaldoun Oularbi et al. (2013) suite a un
traitement par un pesticide de la famille des avermectines dont la matiere active est
I’abamectine, chez le rat. Ces troubles pourraient s’expliquer par Dinterférence entre
I’abamectine, une des maticres actives de VT, et les canaux chlorures glutamate-dépendants
(GABA) présents dans le systéeme nerveux central des mammiféres refletant ainsi la

neurotoxicité de pesticide testé.

Durant la période de traitement, aucun trouble du comportement n’a été noté chez les
lapins traités par HET et ceux traités par VT+HET. Ce résultat est en accord avec celui de
Fachini-Queiroz et al. (2012) indiguant qu'aucune perturbation comportementale apparente n'a
été observée chez les animaux exposes a I'huile essentielle de thym a des doses de 250, 500 et
750 mg/kg. Les valeurs élevées de DL50 (4000 mg/kg) signalées chez le rat suggerent

également que I'huile essentielle de thym est relativement sans danger et non toxique.

v' Evolution du poids corporel

La variation du poids corporel est un indicateur de la détérioration de I’état de santé
général de 1’animal. Nos résultats montrent que 1’exposition au Voliam Targo® provoque une
diminution significative du poids corporel moyen des lapins traités en comparaison avec les
lapins témoins et ceux traités par HET.

Des résultats similaires sont rapportés chez les rats traités avec 5 mg/kg/jour et 10
mg/kg/jour d’émamectine benzoate (Khaldoun Oularbi et al., 2015) et par une dose de 2 mg/kg/j
d’abamectine  (Khaldoun Oularbi et al., 2017). Egalement, Meligi et Hassan, (2017) ont
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démontré que le traitement par I’abamectine chez le rat pendant 28 jours est a I’origine d’une

baisse de prise de poids (Meligi et Hassan, 2017).

Cette diminution de poids corporel est associée a une baisse de la prise de la nourriture et
de I’eau chez les lapins traités par le VT. Nos résultats confirment I’hypothése, d’autres travaux,
sur la relation entre le poids corporel et la prise de nourriture et boisson suite au traitement par
les pesticides (Tripathi et Srivastav, 2010). Cela pourrait &tre expliqué par I'effet délétére de VT
induisant une diminution de la prise alimentaire, une mauvaise appétence des aliments ou une
altération de I'absorption intestinale des nutriments (Ball et Chhabra 1981 ; EI-Sheikh et Galal,
2015).

Cependant, contrairement au traitement par le VT, la co-administration de I’HE de T.
vulgaris aux lapins traités par le VT a permet le maintien d’un poids corporel moyen proche de
celui de témoin ; Ce qui montre I’effet amélioratif de ’huile essentielle de thym co-administré

avec le VT.

Nos résultats sont en ligne avec ceux de Benourad et al. (2018) qui ont démontré une
augmentation du poids corporel moyen des rats traités par le Dicofol, un pesticide de la famille
des organochlorés et supplémentés par I’huile essentiel de Thymus vulgaris en comparaison avec
celui des rats traités uniquement par le Dicofol. Des résultats similaires sont rapportés chez les
rats intoxiqués par le chlorure d’aluminium (AICI3) et co-traités avec I’extrait de thym
montrant une amelioration significative du poids corporel de ces derniers par rapport aux rats

traités uniquement par AICls (Mokrane et al., 2020).

v' Evolution du poids absolu et relatif des organes
Geneéralement, les altérations de la masse relative des organes reflétent la toxicité apres
I’exposition a une substance toxique ; le coeur, le foie et les reins sont les premiers organes

affectés par la réaction métabolique provoquée par le toxique (Jothy et al., 2011).

Nos données révelent que le traitement par le VT provoque une augmentation significative
(p<0,05) du poids absolu et relatif des reins, et une diminution significative du poids absolu et

relatif de cceur, alors que le poids moyen de foie ne semble pas étre affecté par ce traitement.

L'augmentation du poids relatif des reins chez les lapins exposés au VT peut étre attribuée
a I’effet toxique de I’insecticide ou a la réduction du poids corporel des animaux traités. Simons
et al. (1995) ont signalé que 1’augmentation du poids absolus ou relatifs des organes des animaux

représente un indicateur de la cytotoxicité induite par les insecticides.
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Tandis que la diminution du poids absolu et relative de cceur peut étre due aux effets
toxiques de 1’insecticide (Voliam Targo®) qui provoque des altérations au niveau du parenchyme

cardiaque.

Par contre, le traitement par le VT supplémenté par HET, a permet de normaliser les
poids relatifs et absolus des organes ; il semble que la co-administration de HET a entrainé une
amélioration du poids des reins et de cceur en atténuant la toxicité de I’insecticide (Voliam

Targo®).
v Impact néphrotoxique du VT et effet amélioratif de I’huile essentielle de thym

Le rein est un organe cible pour les composés xénobiotiques notamment les polluants
environnementaux suite au volume sanguin supplémenté élevé et son role en concentrant les
solutés. Cette susceptibilité du rein a la toxicité produise une variété d’effets toxiques rénaux

impliquant les cellules tubulaires et glomérulaires (Mohamed et al., 2003).

La présente étude a démontré que 1’administration du VT augmente significativement les
taux plasmatiques d'acide urique et de créatinine chez les lapins. Cette augmentation des
biomarqueurs rénaux indiquent la capacité diminuée des reins de filtrer les déchets du sang et de
les excréter dans I’urine reflétant ainsi une altération de la fonction rénale. Ces résultats ont été
confirmés par ’examen histologique des reins qui a montré des altérations histopathologiques
marquées dans le tissu rénal chez le lot traité par le VT, comprenant une dilatation des tubules
proximaux et distaux, une congestion des vaisseaux sanguins et une infiltration de lymphocytes

dans l'interstitium cortical rénal.

Nos résultats concordent avec des études antérieures qui ont documenté des résultats
similaires chez des rats albinos males exposés a des insecticides a base d'avermectine (Eissa et
Zidan, 2010 ; Khaldoun Oularbi et al., 2015 ; Magdy et al., 2016 ; Nasr et al., 2016).

De plus, le traitement combiné de VT+HET dans la présente étude a mis en évidence une
amélioration significative des biomarqueurs de la fonction rénale et des altérations histologiques
du rein. Ainsi, I'huile essentielle de Thymus vulgaris peut avoir un effet protecteur contre la

néphrotoxicité induite suite & ’administration du VT.

Cette action néphro-protectrice de notre huile essentielle de chémotype carvacrol est due
probablement a ses capacités antioxydantes et antiradicalaires. L'activité antioxydante de I'huile

de thym a été documentée par des travaux antérieurs appliquant différentes méthodes. Les
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propriétés antioxydantes des extraits de thym sont principalement dues a la présence de
constituants phénoliques, notamment le thymol et le carvacrol (Lee et Shibamoto, 2002 ; Miura
et al., 2002). En outre, Undeger et al. (2009) ont prouvé que le carvacrol a révélé une activité
antioxydante puissante par rapport a celle de I'antioxydant standard Trolox®.

v Impact neurotoxique du VT et effet amélioratif de I’huile essentielle de thym

Nos résultats démontrent la neurotoxicité du VT qui se manifeste par les altérations
histologiques des tissus du cortex cérébral, I'nippocampe et le cervelet des lapins traités. Ces
résultats sont en accord avec ceux rapportés par Radi et al. (2020) qui ont révélé que
I’administration de I’abamectine a une dose de 2 mg/kg chez le rat pendant 5 jours a provoqué
des Iésions histologiques marquées au niveau du cortex cérébral (vacuolisation de neuropile, des
hémorragies et des neurones avec des noyaux picnotiques) et de I’hippocampe (des changements

dégenératifs des neurones pyramidaux).

Le stress oxydatif est considéré comme un mécanisme principal des dommages aux
cellules neuronales impliqués dans la neurotoxicité induite par les pesticides (Qiao et al., 2005).
Les insecticides agissent comme des pro-oxydants et déclenchent des dommages oxydatifs dans
le tissu cérébral (Limdn-Pacheco et Gonsebatt, 2009). De plus, des études antérieures ont montré
que l'avermectine induit une neurotoxicité via des dommages oxydatifs, I'apoptose (Li et al.,

2013) ou une régulation négative de la P-gp (Sun et al., 2010).

Les avermectines sont parmi les composés les plus largement utilisés pour la lutte contre
les insectes aujourdhui. En raison de leurs propriétés physico-chimiques, de lipophilie et
d'insolubilité dans I'eau, les avermectines peuvent traverser la barriere hémato-encéphalique et
provoquer des effets nocifs sur les tissus cérébraux (Tisler et Erzen, 2006). De plus, le tissu
cérébral est particulierement vulnérable aux dommages oxydatifs dus a sa forte teneur en acides
gras polyinsaturés et sa forte consommation d'oxygene (Dringen, 2000 ; Lukaszewicz-Hussain,
2010).

Etant donné que les avermectines agissent comme des agonistes des récepteurs GABA-A
chez les vertébrés, leur sécurité chez les animaux nécessite une barriére hémato-encéphalique
intacte avec une P-gp intégré. La P-gp, codée par le géne mdr-1, est un transporteur d'efflux de la
superfamille des transporteurs ATP Binding Cassette (ABC) (Jones et George, 2004), exprimé
dans les cellules endothéliales capillaires du cerveau, du placenta et de I'intestin (Ballent et al.,
2006). La P-gp protége les animaux contre la diffusion des avermectines dans le cerveau et de la

neurotoxicité qui en résulte (Macdonald et Gledhill, 2007).
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En outre, il a été démontré que I'effet neurotoxique de I'ABA est due a son effet inhibiteur
efficace du transport facilité de la p-gp (Lankas et al., 1998). L’ABA inhibe la fonction de
transport d'efflux de la P-gp, augmentant ainsi sa pénétration dans le SNC et facilitant
I'interaction avec les récepteurs GABA (Radi et al., 2020).

Par ailleurs, il a été prouvé que I'ABA pourrait augmenter de maniere significative
I'expression du récepteur GABA-A dans le tissu cérébral des rats intoxiqués par 'ABM. Le
mécanisme d'action de la neurotoxicité induite par les lactones macrocycliques (y compris
I'ABA) chez les ravageurs repose sur leur grande affinité pour les canaux chlorures glutamate-
dépendants dans les cellules neuronales et musculaires. Chez les mammiféres, ils se lient au
récepteur du neurotransmetteur inhibiteur (GABA) et ouvrent les canaux CIl ionotropes
dépendants du récepteur GABA-A qui sont limités au SNC (McCavera et al., 2007). Les ions
chlorure affluent alors en exces dans le neurone postsynaptique, provoquant une
hyperpolarisation du potentiel membranaire et perturbant la transmission du signal nerveux
(Novelli et al., 2012).

Dans le présent travail, tous les lapins traités par VT + HET ont présenté une architecture
améliorée a la fois du cortex cérébral, cervelet et I’hippocampe. Ce ci confirme l'activité neuro-
protectrice de HET contre la neurotoxicité de VT, qui pourrait étre attribué a son pouvoir

antioxydant puissant.

v Impact cardiotoxique du VT et effet amélioratif de I’huile essentielle de thym

Les maladies cardiovasculaires (MCV) constituent I'une des principales causes de mortalité
et morbidité dans le monde (Mensah et al., 2019). En fait, il ya de plus en plus des évidences
scientifiques établissant un lien causal entre I’exposition aux pesticides et la survenue des
maladies cardiovasculaires (Sekhotha et al., 2016). Les radicaux libres et le stress oxydatif jouent
un role crucial dans la physiopathologie de plusieurs MCV, notamment : I'insuffisance cardiaque
congestive, la cardiomyopathie, I'athérosclérose et cardiopathie ischémique (Bagchi et al., 2003).
Ainsi, les antioxydants naturels peuvent offrir un moyen efficace de lutter et de renforcer les

défenses de lI'organisme contre les radicaux libres et les MCV (Halliwel et al., 1992).

Le profil lipidique constitue un facteur clé de prédiction du risque cardio-vasculaire. LDL-
C est considérée comme la principale lipoprotéine athérogéne. Des données épidémiologiques
récentes démontrent qu'un taux élevé en LDL-C et/ou un faible taux de HDL-C ont été corrélé
avec un risque élevé de développement des MCV. De plus, les rapports CT/HDL-C et LDL-

C/HDL-C sont également utilisés pour évaluer le risque cardiovasculaire ; ils semblent étre plus
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prédictifs de risque cardiovasculaire que la concentration individuelle des lipoprotéine (Orozco-
Beltran et al., 2017).

Un autre indice critique d’estimation du risque cardiaque est l'indice athérogeéne du plasma
(IAP) qu’est défini comme le logarithme [log] du rapport entre la concentration plasmatique de
TG et le HDL-C et est fortement corrélé avec le risque d'athérosclérose et des maladies
coronariennes. L'l AP est le meilleur déterminant pour le taux d'estérification fractionné du HDL-
C et reflete la relation entre les lipoprotéines protectrices et athérogénes (Dobiasova et al., 2011).

Nos resultats montent que lI'administration de VT provoquait une diminution significative
des taux plasmatiques du cholestérol total et du LDL-C par rapport au t¢émoin. Nos données sont
en accord avec celles obtenues par Meligi et Hassen (2017) qui ont démontré une réduction
significative du taux sérique de LDL-C chez les rats albinos méles traités par l'abamectine en
comparaison aux rats témoins (36,17 + 0,93 mg/dl vs 42,67 £+ 2,58 mg/dl, P < 0,05). De plus, la
diminution du taux de cholestérol total dans notre étude chez les lapins traité par le VT est en
adéquation avec celle rapportée par Magdy et al. (2016) qui ont rapporté que le traitement par

I'abamectine a entrainé une réduction significative de la concentration de cholesterol total.

En fait, les avermectines sont des molécules tres hydrophobes ; leur transport sanguin se
fait via les particules de lipoprotéines plasmatiques LDL-C, HDL-C et VLDL. Ainsi, la
pharmacocinétique des avermectines est influencée par les taux plasmatiques de lipoprotéines
(Bassissi et al., 2004). Selon Miyajima et al. (2015), l'augmentation du taux de cholestérol
pourrait modifier le profil de distribution de l'ivermectine dans le plasma du lapin et, par

conséquent, sa concentration pourrait étre augmentée.

La diminution du taux du choléstérol total et du LDL-C chez le lapin intoxiqué par le VT
pourrait étre du a I’action de I’abamectine, une des matiéres actives du VT, sur le récepteur
farnésoide X (FXR) qui maintient I'noméostasie du cholestérol et peut étre la cause de

I’hypocholestérolémie chez le lapin en régulant l'expression des génes (Jin et al., 2013).

En effet, Jin et al. (2013) ont démontré que I'ivermectine, un médicament antelmenthique
de la famille des avermectines possédant le méme mécanisme d’action que celui de
I’abamectine, est considéré comme un ligand du FXR qui maintient I'homéostasie des acides
biliaires et du cholestérol et peut améliorer efficacement I'hyperlipidémie chez la souris
diabétiqgue en régulant l'expression des genes. lls suggérent que l'ivermectine régule le

métabolisme de choléstérol en se liant au récepteur nucléaire FXR avec une sélectivité élevée.
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Considérant que I’abamectine posséde une structure chimique et un poids moléculaire (873.1 Da)
trés proches de ceux de I'ivermectine (875.1 Da), la diminution du taux du choléstérol total
aprés ’administration de VT pourrait étre du a I’effet possible de la molécule d’abamectine, une

des matiéres actives de VT, sur le récepteur nucleaire FXR.

Nos données indiquent que le taux du CT, du LDL-C et le rapport LDL-C/HDL-C ont été
significativement diminués dans le groupe traité par le VT par rapport aux autres groupes,
reflétant ainsi un effet anti-athérogénique de ce pesticide. Ainsi, la présente étude suggéere I'effet
possible de VT sur le mécanisme hypolipidémique. Toutefois, aucun effet sur les taux de
triglycérides, de HDL-C et de VLDL-C n’a été observé d’ou la nécessité d'effectuer d'autres

études détaillées pour une meilleure interprétation.

Contrairement a 1’effet bénéfique de VT sur le taux des indices athérogenes, nos résultats
histologique montre que le traitement par le VT a entrainé des altérations histopathologiques du
tissu cardiaque, a savoir une congestion des vaisseaux sanguins, cedéme, fibrine et une

infiltration des cellules inflammatoires.

Nos résultats sont en corrélation avec ceux obtenus par Ahmed et al. (2016) indiquant que
I'administration de 0.8 mg/kg d’abamectine pendant 28 jours chez le rat a provoqué des Iésions
histologiques au nivaux de myocarde des rats traités, a savoir une congestion des vaisseaux
sanguins et une nécrose des myocytes cardiaques associée a une infiltration de cellules
inflammatoires. De nombreuses études ont révélé les effets néfastes des pesticides sur le tissu
cardiaque (Thomaz et al., 2009; Hatice et Kalender, 2011).

Nos résultats montre que la co-administration de 1’huile essentielle de Thymus vulgaris a
permis de minimiser les effets néfastes du VT. L’effet cardio-protecteur de notre huile
essentielle est trés probablement attribué a I’effet antioxydant puissant de son composé
terpénique majoritaire « le carvacrol ». Ces résultats sont en accord avec une étude antérieure
d'El-Sayed et al. (2016) qui ont démontré I’effet cardioprotecteur du carvacrol contre la
cardiotoxicité induite par la doxorubicine (un médicament anticancéreux). Récemment, des
résultats semblables ont été rapportés par Guesmi et al. (2020) confirmant I’action
cardioprotectrice de 1’huile essntielle de Thymus algeriensis sur la cardio-toxicité induite par le

peroxyde d'hydrogéne (H202) chez le rat.

v" Impact hépatotoxique du VT et effet amélioratif de I’huile essentielle de thym

Le foie est le principal organe de multiples voies métaboliques. Il est considéré comme le
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premier site de la détoxification des substances toxiques et des polluants environnementaux
(Karami-Mohajeri et Abdollahi, 2011). Par conséquent, il est potentiellement vulnérable aux

Iésions induites par les xénobiotiques.

L’exploration de la fonction hépatique suppose 1’évaluation des parametres suivants :
I’aspartate aminotransférase (ASAT), I’alanine amino Transférase (ALAT), le gamma glutamyl

transférase (y -GT) et la glycémie.

Le traitement par le VT a induit une augmentation significative de I’activité enzymatique
des transaminases (ALAT, ASAT) et de y -GT chez le lot traité par le VT par rapport au lot
témoin. Des observations similaires ont été rapportées par d’autres études suite a I’exposition des
animaux aux insecticides a base d’abamectine (Eissa et Zidan, 2010 ; Khaldoun Qularbi et al.,
2013 ; Meligi et Hassan, 2017 ; Abdel-Daim et Abdellatief, 2018). Les transaminases sont des
biomarqueurs de la fonction hépatique et leur augmentation plasmatique est probablement liee a

I’effet hépatotoxique de I’insecticide testé « Voliam Targo® ».

L’augmentation de la concentration des transaminases plasmatiques ASAT et ALAT chez
les lapins traités par le VT indique I’atteinte tissulaire hépatique. En effet, I’augmentation de
I’activité ASAT refléte une Iésion cellulaire ; en particulier au niveau hépatique, cardiaque, rénal
ou musculaire. Tandis que I’activité de I’enzyme ALAT, qui est plus spécifique du foie que
ASAT, reflete particulierement une lésion cellulaire hépatique. Selon Gulati et al. (2018),

I’activité de la y-GT d’origine membranaire augmente dans la plupart des troubles hépatiques.

L’augmentation marquée de 1’activité hépatiques des transaminases et de ’enzyme y-GT
laisse donc suggérer des lésions du tissu hépatique; parce que ces enzymes sont libérées dans la
circulation sanguine suite aux dommages hépatocellulaires (Gulati et al., 2018). De plus, les
activités élevées des enzymes hépatiques dans le sérum reflétaient une perméabilité accrue de la
membrane hépatocellulaire, résultant des lésions des hépatocytes, et étaient associées a une
nécrose hépatique, qui pourrait étre le résultat d'une génération accrue d'espéces réactives de

I'oxygene induite par I’administration répétée du toxique (Contreras Zentella et al., 2016).

En outre, une hyperglycémie a été observée chez les lapins traités avec le VT et qui est
probablement due & un dysfonctionnement du métabolisme glucidique sous I’effet de la matiére
active I’abamectin. Des résultats similaires des études antérieures ont montré que I'exposition

aux insecticides a base d'avermectine (abamectine ou benzoate d'émamectine) augmentait
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significativement le taux de glucose sérique chez le rat (Khaldoun Oularbi et al., 2013 ; Magdy
et al., 2016 ; Khaldoun Oularbi et al., 2017) .

Zanoli et al. (2012), ont rapporté que I’abamectine perturbe le métabolisme
bioénergétique chez le rat. Ainsi, en cas d’agressions, le métabolisme hépatique des protéines est

forcément modifié vers la production des systemes de défense et la néoglucogenése.

D’autre part, Il a été postulé que I'élévation de la glycémie pourrait refléter une altération
du métabolisme des glucides en raison d'une glycogénolyse élevée dans les hépatocytes,
probablement médiée par une augmentation des hormones adrénocorticotrophiques et
glycogénes et/ou une diminution de I'activité de l'insuline (Raja et al., 1992). De plus, Magdy et
al. (2016) ont rapporté que I'hyperglycémie signalée chez les animaux intoxiqués par
I'abamectine pourrait étre attribuée a la diminution de l'activité des cellules p pancréatiques et a
I'altération de la production d'insuline.

Dans cette etude, la supplémentation en huile essentielle de Thymus vulgaris a une dose
de 0,5 mg/kg de poids corporel a attenué I'effet hépatotoxique du VT en améliorant les taux des
biomarqueurs hépatiques (ALAT, ASAT et y —GT) et la concentration de glucose. Ces résultats
prouvent que I'huile essentielle de T. vulgaris maintient l'intégrité structurelle de la membrane
hépatocellulaire et protege la structure des cellules hépatiques contre les dommages induits par le
VT.

Nos résultats sont en accord avec ceux de Khalifa et Alkhalaf (2020) montrant que la co-
administration de feuilles de thym en poudre a nettement atténué les niveaux éleves de
transaminases induits par le malathion, un insecticide organophosphoreé, vers les normes. De
méme, I'extrait de Thymus vulgaris a présenté un effet hépatoprotecteur contre les taux élevees
des transaminases hépatiques induites par ’administration du plomb (EI-Boshy et al., 2019) et de
l'alcool (EI-Newary et al., 2017).

Les perturbations biochimiques des biomarqueurs de la fonction hépatiques dans cette
étude sont en totale adéquation avec les changements histopathologiques du foie chez les lapins

exposés au VT.

L’examen histologique du parenchyme hépatique chez le lapin traité par le VT pendant 21
jours a révélé une architecture plus ou moins désorganisée des lobules hépatiques, avec présence
d’infiltrat inflammatoire au niveau des espaces portes, une dilatation et congestion vasculaire,

une stéatose ainsi qu'une accumulation des fibres de collagéne autour des espaces portes.
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Plusieurs auteurs ont montrés des altérations histologiques similaires du foie chez le rat
intoxiqué par 1’abamectine (Khaldoun Oularbi et al., 2013 ; Magdy et al., 2016 ; Abdel-Daim
et Abdellatief, 2018 ; Radi et al., 2020). D’autres résultats similaires ont été rapporté dans le

foie du poisson intoxiqué par I’abamectine (Kushwaha et al., 2020).

La stéatose hépatique observée dans les coupes du tissu hépatique des lapins traités par le
VT est probablement due a une altération du métabolisme lipidique et la diminution de
I’oxydation hépatique des acides gras, provoquant ainsi leur accumulation. La stéatose hépatique
non alcoolique est une cause fréquente de 1’augmentation modérée des transaminases, et peut

s’accompagner d’une augmentation des y-GT (Ontko, 1973).

L’intoxication par le VT peut étre une source des radicaux libres et peut causer des
dommages oxydatifs. Kushwaha et al. (2020) ont montré chez des organismes aquatiques, que le
traitement par ABA provoque une génération des radicaux libres qui entravent le mécanisme de
défense des hépatocytes entrainant ainsi une nécrose cellulaire. Selon Astiz et al. (2012), les
pesticides genérent des especes réactives oxygénées (ROS) qui affecte le niveau d’antioxydants
dans les cellules et provoque un épuisement des antioxydants avec une surproduction de ROS;

cette condition peut conduire a une inflammation des organes cibles.

Chez les lapins traités par I'insecticide et supplémenté par I’huile essentielle de thym,
I’examen des coupes histologiques révéle une réorganisation architecturale des lobules
hépatiques. Ces résultats corroborent avec ceux de Grespan et al. (2014) montrant un effet
hépato-protecteur de la co-administration de 1’huile essenticlle de T. vulgaris suite a une
hépato-toxicité induite par le paracétamol chez la souris. De plus, nos résultats sont en accord
avec ceux d’EI-Newary et al. (2017) lors d’une hépato-toxicité induite par l'alcool chez le rat et
aussi avec ceux d’El-Boshy et al. (2019)qui ont montré 1’effet réparateur de I’extrait de thym

contre le stress oxydatif induit par la toxicité du plomb dans le foie des rats.

Le mécanisme de défense de base et le plus important de l'organisme sont les agents
antioxydants (Abdollahi et al., 2004). Le terme antioxydant désigne toute substance qui retarde,
prévient ou supprime les dommages oxydatifs d'une molécule cible (Halliwell, 2007). Les
composés phénoliques sont considérés comme favorisant une santé optimale grace a leurs
proprietés antioxydantes et anti-radicalaires. L’huile essenticlle de thym est riche en composés

phénoliques et posséde une forte activité de piégeage des radicaux libres.
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Les phénols sont des composés antioxydants bien connus et capablesde réduire le stress
oxydatif (EI-Boshy et al., 2019). En fait, les activités anti-tumorales, immuno-modulatrices, anti-
inflammatoires et antioxydantes de genre de Thymus sont principalement attribuées a leurs
composeés phenoliques, y compris le carvacrol (El-Nekeety et al., 2011 ; Kozics et al., 2013 ;
Nikoli¢ et al, 2014 ; Habashy et al., 2018). Les phénols exercent leur action antioxydante en
chélatant les ions métalliques redox et/ou en chélatant les radicaux libre provoquant ainsi 1’arrét
de la réaction en chaine des radicaux libres (Habashy et al., 2018). Par conséquent, on suggére
que lactivité protectrice de I’huile essentielle Thymus vulgaris contre la toxicité de VT est
attribué a sa richesse en composé phénolique le carvacrol.

v Expression hépatique de la BCI2 et PAFP chez les lapins traités par VT et/ou

HET
Afin de mieux comprendre le mécanisme moléculaire de la toxicité du VT ainsi que le
mécanisme probable de I’effet hépato-protecteur de I’huile essentielle de thym, une étude
immunohistochimique a été réaliseé pour évaluer I’expression des deux biomarqueurs, a savoir

alpha-foetoprotéine (AFP) et Bcl-2 au niveau hépatique.

L’étude THC de I’expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 a montré une expression
positive chez le lot témoin et celui traité par HET, une forte immuno-expression de Bcl-2 dans le

groupe VT + HET et une immunoexpression négative de la Bcl-2 dans le groupe VT.

Il a été précédemment indiqué que la pathogenése de la toxicité de I’abamectine est médié
par le stress oxydatif et I'apoptose (Li et al., 2013). La Bcl2 favorise la survie cellulaire en
supprimant I'apoptose. Durant un stress oxydatif, I'apoptose est induite suite a I'activation de la
voie mitochondriale (Redza-Dutordoir et Averill-Bates, 2016). Une surexpression de la Bcl-2
suite a un stress oxydatif peut inhiber la perméabilité des membranes de la mitochondrie et
supprime l'activité des caspases en empéchant I'efflux du cytochrome C des mitochondries et/ou

en se liant au facteur d'activation de l'apoptose (APAF-1) (Haraguchi et al., 2000).

Dans la présente étude, l'expression de la protéine Bcl-2 était significativement régulée a la
baisse chez les lapins exposés au VT, ainsi, le mécanisme de toxicité de ce pesticide peut étre
attribué a I’accumulation intracellulaire excessive de ROS conduisant a des dommages oxydatifs

de I'ADN, qui aboutissent finalement a I'apoptose cellulaire.

Toutefois, la co-administration de HET aux lapins traités par VT a considérablement

augmenté I'expression de Bcl-2 dans le tissu hépatique, ce qui suggere que I’ HET peut protéger
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la fonction cellulaire normale via son effet anti-apoptotique. De plus, 'HET contient des
substances bioactives possédant un pouvoir antioxydant trés fort qui jouent un réle dans
I’élimination des dommages oxydatifs. Nos résultats reflétent 1’effet anti-apoptotique de I'HET
qui stimule la régénération cellulaire aprés les 1ésions hépatiques induites par I’insecticide VT ;
ce qui explique l’effet protecteur et amélioratif de cette huile sur le plan biochimique et

histologique.

L'AFP est la protéine plasmatique la plus abondante pendant la période fcetale. Elle est
exprimeé a un taux élevé dans le sac vitellin, le foie et dans une moindre mesure dans l'intestin au
cours du développement feetal. Cependant, la synthese de 1I’AFP est nettement diminuée apres la
naissance et seule une petite quantité d’AFP continue d'étre produite chez l'adulte. L'expression
de I'AFP peut étre reprise dans certaines conditions physiopathologiques, telles que la
régeneration du foie apres une exposition a un xénobiotique (Tomasi, 1977 ; Roncero et al.,
1998 ; Kuhlmann et Peschke, 2006).

L’augmentation de l'expression de I'AFP aprés une nécrose hépatique est considérée
comme révélatrice d'une régénération ou d'une prolifération hépatique (Schmidt et Dalhoff,
2005 ; Mizejewski, 2015 ; Marzinke et Dufour, 2020). Plusieurs études ont démontré que I'AFP
est anti-apoptotique (Zhang et al., 2007 ; Ho et al., 2009) et joue un rdle clé dans la promotion de

la prolifération cellulaire (Li et al., 2002).

Dans notre étude, nous avons trouvé un marquage négatif de I’AFP dans le groupe traité
par le VT. Tandis qu’une une forte expression de I'AFP dans les tissus hépatiques des lapins
traités avec VT+HET a été noté. Cette augmentation de I'expression du géne AFP pourrait étre
du a l'effet anti-apoptotique du HET qui stimule la régénération des cellules hépatiques suite aux
dommages tissulaires causés par I’insecticide. L huile essentielle de thym via son pouvoir anti-
oxydant puissant pourrait réduire le stress oxydatif induit par le VT, donc elle stimule le foie a

se régénérer et aux hépatocytes de se proliférer.

Il est & noter que les lapins traités avec une dose de 0,5 mg/kg p.c. de I’huile essentielle de
Thymus vulgaris n’ont révélé aucun changement significatif du poids corporel, du poids relatif
des organes, des parametres biochimiques de la fonction rénale et hépatique, ou de la structure
histologique des tissus cibles en comparaison avec les lapins témoins. En fait, Domaracky et al.
(2007) ont rapporté que I'huile essentielle de thym n'affectait pas le développement de I'embryon
de souris lorsqu'elle était ajoutée a un régime commercial a une concentration de 0.25%, ce qui

suggérait I’innocuité de cette huile.
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En outre, une étude récente, ciblant la toxicité de I'huile essentielle de Thymus vulgaris
administrée par gavage orale a des doses répétées chez le rat pendant 28 jours, n'a montré aucun
changement significatif du poids corporel moyen et des poids relatifs des organes cibles chez les
rats traités par 'HET avec des doses de 100, 250 et 500 mg/kg/jour par rapport aux rats témoins.
De plus, les paramétres biochimiques de la fonction rénale et hépatique ainsi que ceux du bilan
lipidique des rats femelles et males traités n'ont montré aucun changement significatif par
rapport au groupe témoin. Par ailleurs, I’étude histopathologique des organes des rats sacrifiés
apres la période de traitement de 28 jours n'a révélé aucune altération et ce pour les trois doses
testées de ’HET en comparaison avec le lot témoin; a I’exception des poumons, ou des
altérations histologiques severes au niveau pulmonaire ont été remarquées chez les rats traités
par HET a une dose de 500 mg/kg/jour. Il a été suggéré ainsi que la dose sans effet nocif observé
(NOAEL) de T'huile essentielle de Thymus vulgaris est supérieure a 250 mg/kg/jour chez le rat
(Rojas-Armas et al., 2019).

Dans I’ensemble, les désordres observes apres administration de I’insecticide testé (Voliam
Targo®) aux animaux témoignent sur ses effets toxiques, particulierement aux niveaux rénal,
nerveux, cardiaque et hépatique. Cette toxicité du VT pourrait étre due a I’induction du stress
oxydatif et le déclenchement de I’apoptose ce qui induit a un dysfonctionnement et une perte

cellulaire.

L’association de I’huile essenticlle de thym avec le VT a diminué de facon
impressionnante le niveau de la toxicité de cette derniere, en modulant les niveaux des
marqueurs biochimiques, ainsi que sur le plan histologique ou une protection parfaite des tissus
a eteé assurée par HET au niveau des organes (reins, SNC, cceur, foie) touchés par la toxicité
induite par le VT. Cet effet protecteur de I’huile essentielle de Thymus vulgaris pourrait étre du

au pouvoir antioxydant et anti-apoptotique de son composé majoritaire le carvacrol.

v" Rendement de ’huile essentielle de thym
L’huile essentielle a été extraite par hydrodistillation de type clevenger a partir de la
matiére végétale seche de la partie aérienne de la plante T. vulgaris. Le rendement était estimé de
0.30%. Nos résultats concordent avec ceux rapportés par Atti-Santos et al. (2004) dont le
rendement est estimé a 0.25% pour T. vulgaris de la région de Caxias do Sul au Sud de Brésil ;
Abbassy et Marei, (2013) dont la teneur en huile essentielle est estimé a 0.3% pour T. vulgaris de
la région du Sinai en Egypte et Alsaraf et al., (2020) qui ont obtenu un rendement de 0.44% pour

la méme plante poussant en Muscat, Sultanat d'Oman.
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Cependant, ce taux est nettement inférieur a celui obtenu par Bouguerra et al. (2017)
indiquant que les parties aériennes de Thymus vulgaris récolté en période de Janvier-Mars dans
la région de Blida, ont un rendement en huile essentielle de 1.58%. Il est aussi relativement
inférieur & celui rapporté par Imelouane et al. (2009) au Maroc avec un rendement en huile
essentielle de 1% de la méme espéce récoltée dans la région de Taforalt.

D’apres la littérature, cette variabilité de rendement en huile essentielle de Thymus vulgaris
peut étre due a divers facteurs environnementaux, prenant en compte que 1’huile essentielle est
un produit métabolique de cellules végétales et sa composition quantitative et qualitative peut
étre influencée par les conditions climatiques (notamment le type de climat, I’altitude, la
température), l'origine géographique, le type de sol, le stade de croissance de la plante en
question, la période de récolte, les pratiques culturales et la technique d’extraction (Hudaib et

Aburjai, 2007).

v Propriétés physiques et organoleptiques de I’huile essentielle de thym

Nos résultats montrent que les parametres physiques et organoleptiques de notre huile
essentielle sont conformes aux normes AFNOR et ceux déterminées par la pharmacopée
européenne 2005. La densité a 20°C de ’'HE du Thym (0.92) est inférieure a celle de I’eau, ce
qui explique sa non miscibilité aux solutions hydrauliques.

L’indice de réfraction d’une huile essenticlle dépend de sa composition chimique et plus
spécifiqguement de sa teneur en composants a chaine longue, tels que les monoterpenes et les
dérivés oxygénés (Koba, 2004). Plus que I’HE est riche en monoterpénes, plus que l'indice de

réfraction sera élevé ; ce qui est le cas de ’'HET de notre étude.

v' Composition chimique de I’huile essentielle de thym

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes constitués de plusieurs dizaines,
voire plusieurs centaines de composés, principalement terpéniques (Paolini, 2005). Elles sont
constituées également de monoterpénes et des sesquiterpenes (possédant respectivement 10 et 15
atomes de carbone) et plus rarement des diterpénes (20 atomes de carbone) ainsi que des

composeés linéaires non terpéniques et des phénylpropanoides (Chiasson et Beloin, 2007).

La composition chimique de I’huile essentielle peut étre différente au sein d’une méme
espece, on parle alors de races chimiques ou de chémotypes. Il s’agit d’un polymorphisme
chimique ou une espece peut étre homogene au niveau de son caryotype et produire des huiles

essentielles de compositions différentes. La teneur élevée en un composé définie le chémotype
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de I’espece (Lukas et al., 2015). Dans le cas de Thymus vulgaris, sept (7) chémotypes ont été
individualisés, deux sont phénoliques dont le composé majeur est le thymol ou le carvacrol et
cing chémotypes non phénoliques représentés par la prédominance de géraniol, a-terpinéol,
thujéne-4-ol, linalool et 1,8-cinéole (Kulevanova et al., 1996 ; Guillén et Manzanos, 1998 ;
Thompson et al., 2003 ; Torras et al., 2007).

L’analyse chromatographique de 1’huile essentielle de T. vulgaris par CG-SM a permis
d’identifier 13 composés dont un majeur le carvacrol (86.25%) qui est un monoterpene oxygeéneé.
Ces résultats concordent relativement avec ceux rapportés par plusieurs auteurs. La composition
chimique de I'huile de T. vulgaris collecté au Brésil a révélé une prédominance du carvacrol
(45,5%), de l'a-terpinéol (22,9%) et de I'endo-Bornéol (14,3%) (Fachini-Queiroz et al., 2012).
Les résultats obtenus par Zantar et al. (2014) montrent que 1’huile essentielle de T. vulgaris
cultivé dans la région de de Beni Idder dans le nord-est du Maroc, est constitué majoriairement
de carvacrol (81.2%), alors que la teneur des autres constituants était relativement faibles : p-
cyméne (3,8 %), y-terpinéne (2,7 %), o-humuléne (2,0 %) et a-terpinéne (0,7%). Ainsi, les
travaux d’Abedini et al. (2014) ont révélé la présence de carvacrol (57.3%), suivi de linalool
(11.8%) et de thymol (10.67%) au niveau de I’huile essentielle de T. vulgaris cultivé dans la

province du Khorasan, au nord-est de I'lran.

Par ailleurs, la composition chimique de I'huile essentielle étudiée differe totalement de
celles précédemment publiées par d’autres études et affiche un profil chimique de I'huile
essentielle tres fluctuant (Mohammed et al., 2016 ; Bouguerra et al., 2017 ; Giatropoulos et al.,
2018).

La composition chimique des huiles essentielles varie en fonction de différents facteurs
externes et internes a la plante, incluant le stade de développement des plantes, la période et la
zone géographique de récolte (Delaquis et al., 2002 ; Burt, 2004), le mode d'extraction, la
variation saisonniere, l'organe végétal et I'age du cycle végétatif (Abu Lafi et al., 2008 ; Zein et
al., 2011) et les particularités génétiques (Masotti et al., 2003; Mileski et al., 2014). La nature du
sol et les rayons solaires exercent une influence directe sur l'activation ou l'inactivation de
certains groupes enzymatiques, conduisant a la prédominance d'une voie particuliere de la
biosynthése (Belaiche, 1979).

De plus, la qualité de I’'HE varie selon le régime des vents, notamment chez les espéces qui
possédent des structures histologiques de stockage superficielle (ex : poils sécréteurs des

Lamiaceae) (Bruneton, 1999).
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v Activité antioxydante de I’huile essentielle de thym

L’activité antioxydante de I’huile essentielle de thym a été évaluée au moyen du test
DPPH, nos résultats montrent que I’HE de T. vulgaris possede un trés fort pouvoir antioxydant
(CI50=28.15£0.04 mg/ml ; AAI=3.03) mais qui reste, cependant, nettement inférieur a celui de
BHT. Nos résultats sont proches de ceux obtenus par Abdelli et al. (2017) rapportant une CI150
de 24.89 £0.02 mg/ml et de 34.13 £ 0.03 mg/ml obtenus par le test DPPH, des deux huiles
essentielles de T. vulgaris collecté de la région de Tlemcen et Mostaganem, respectivement. Par
contre, la CI50 retrouvée dans notre étude est plus élevée que celle obtenue par 1’é¢tude de Fazel
et al. (2007) (CI150 déterminée a 8.9 mg/ml par le test de DPPH) ou encore, par I’étude de
Nikoli¢ et al. (2014) et de Keramat et Golmakani (2016) (CI50 notées 4.80 pg/ml et 0.50 mg/ml,
respectivement suite au test de DPPH).

L’activité¢ antioxydante des huiles essentielles extraites de plantes appartenant au genre
Thymus, a largement été démontree (Sarikurkcu et al., 2010 ; Viuda-Martos et al., 2010 ; Zouari
et al., 2011), ce qui confirme les résultats obtenus dans notre étude. L’activité a été rapportée

comme étant principalement liée aux composés phénoliques.

En effet, une étude faite par Ruberto et Baratta (2000) consistant a tester ’activité
antioxydante de 98 composants purs d’huiles essentielles, a souligné que les composés
phénoliques notamment, le thymol et le carvacrol présentaient 1’activité la plus ¢élevée. Cela
pourrait donc justifier la grande activité exhibée par notre huile essentielle de thym, d’autant plus
que ce dernier, est de chémotype carvacrol. D’autres constituants présents a des teneurs
appréciables tels que 1’alpha-Humeléne (3.9%) et le linalool (3%) pourraient également y avoir
contribué. En effet, ces derniers possedent une importante activité antioxydante (Ruberto et
Baratta, 2000; Jia et al., 2010 ; Seol et al., 2016).

Le pouvoir antioxydant des huiles essentielles ne peut pas étre attribué uniqguement aux
composants majoritaires mais aussi, aux composants minoritaires. En effet, les composés
majeurs testés séparément donnent des résultats inférieurs comparés a I’activité antioxydante de
la totalité d’une huile essentielle (Safaei-Ghomi et al., 2009). Lu et Foo (2001) rapportent que les
composés antioxydants fonctionnent synergiquement les uns avec les autres pour produire une
large gamme d’activités antioxydantes qui crée un systéme de défense efficace contre les

radicaux libres.

Il a été rapporté que les composés phénoliques de part leurs propriétés d’oxydo-réduction,

pouvaient assurer leurs fonctions antioxydantes en agissant comme donneurs d’atome
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d’hydrogéne a partir de leur groupement hydroxyle. Ce rdle leur permet de réagir avec des
radicaux libres le plus souvent, des péroxyles et des alcoxyles interrompant de ce fait, la réaction
en chaine de propagation de la peroxydation. Ils peuvent chélater des métaux de transition tels
que le fer et le cuivre de sorte, & empécher ces derniers de générer des radicaux libres. Ils
peuvent également éliminer directement certaines espéces réactives d’oxygeéne tels que, les
radicaux hydroxyle, péroxyle et superoxyde (Kris-Etherton et al., 2002; Cillard et Cillard, 2006;
Halliwell, 2007).

L’activité antioxydante des huiles essentielles dépend tout d’abord, de leur composition
chimique et plus précisément, de la concentration et de la structure des molécules dotées de
propriétés antioxydantes (Kamal-Eldin et Appelqvist, 1996; Ciz et al., 2010) mais aussi, de la
température, la lumicre, le type de substrat, I’état physique du systéme et des microcomposants
agissant comme pro-oxydants ou synergistes (Kamal-Eldin et Appelqgvist, 1996). La méthode
utilisée est également un facteur qui peut fortement influencer I’activité (Miguel et al., 2007).

En effet, en raison de I’existence de nombreux tests basés sur différents mécanismes,
I’interprétation des données n’est pas simple. En conséquence, les résultats d’évaluation de
I’activité antioxydante des huiles essentielles d’une méme espece végétale, peuvent varier
considérablement d’une étude a une autre (Ruberto et Baratta, 2000 ; Kulisic et al., 2005). C’est
ce que nous avons d’ailleurs, constaté en comparant nos résultats a ceux de travaux antérieurs. Il
est donc nécessaire de souligner qu’il n’existe pas de systeme parfait qui évalue la « vraie »

activité antioxydante d’un seul composé ou d’un mélange complexe (MacDonald-Wicks et al.,
2006).

L’huile essentielle de T. vulgaris demeure une réserve importante pour la recherche de
substances biologiquement actives et il reste beaucoup a apprendre au sujet de ses modes
d’action et ses propriétés pharmacocinétiques. Néanmoins, il y a un manque de recherche
clinique sur les effets de cette substance chez I'Homme. Il n’existe présentement aucun

consensus sur la normalisation des produits thérapeutiques a base des huiles essentielles.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

L’utilisation excessive des pesticides constitue une préoccupation majeure en santé
humaine et environnementale, suscitant des inquiétudes croissantes dans 1’opinion publique.
Aujourd'hui, alors que la thérapeutique moderne se développe, il y a une tendance croissant a la
phytothérapie pour traiter divers problemes de santé. Vu sa diversité climatique ainsi que la
nature de ses sols, notre pays recéle des ressources végétales inestimable ; le thym est parmi les
plantes les plus répandus en Algérie et dont on peut tirer profit.

Dans ce contexte, on a tenté a valoriser ’espece végétale choisie, T. vulgaris et de
contribuer a mieux connaitre les effets toxiques de 1’administration du « Voliam Targo® chez le
lapin male de souche « Oryctolacus cuniculus » ; et d’évaluer I’effet protecteur possible d’une
co-administration de 1’huile essentielle de Thymus vulgaris contre la toxicité induite par ce

xénobiotique.

Afin de répondre a 1’objectif principal de cette these et en se basant sur des tests
biochimique, histologique et immuno-histochimique, on a pu examiner I’impact d’une exposition
subaigiie a la molécule testée le VT ainsi que I’effet protecteur d’une supplémentation de 1’huile
essentielle de T. vulgaris sur certains organes vitaux a savoir, le rein, le systeme nerveux central,

le cceur et le foie.

Les résultats biochimiques ont clairement montré une perturbation des parameétres
biochimiques de la fonction rénale et hépatique (créatinine, acide urique, ALAT, ASAT et yGT)
suite a I’exposition subaigue au VT tandis que ce dernier a entrainé une diminution significative
de certains parameétres du bilan lipidique, notamment le taux du choléstérol total, C-LDL et le
rapport c-LDL /c-HDL. La supplémentation en huile essentielle de thym a permet de restaurer

les taux des parametres biochimiques perturbés vers les normes.

D’aprés les résultats histopathologiques, il s’avére que le VT entraine des lésions
histologiques du tissu rénal, nerveux, cardiaque et hépatique. Ces altérations histologiques

provoquees par le VT ont été minimisé suite a la co-administration de 1’huile essentielle de thym.

De plus, I’examen immunohistochimique réalisé apporte des éléments d’informations
complémentaires sur le mécanisme probable de la toxicité hépatique du VT ainsi que le

mécanisme par lequel ’huile essentielle de thym exerce son effet protecteur.
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L’extraction par hydrodistillation de 1’huile essentielle de T. vulgaris a donné un
rendement de 0.3%. L’analyse de I’huile obtenue par CG-SM a permis d’identifier 13 composés
volatiles dont le carvacrol était le composé majoritaire (86.25%). L’étude du pouvoir antioxydant
par le test de DPPH a montré que I’HET possédait une tres forte activité.

En conclusion, I’ensemble de ces résultats obtenus ont permis de mettre en évidence 1’action
protectrice de I’huile essentielle de T. vulgaris et sa capacité a moduler les effets toxiques causés
par le Voliam Targo® chez le lapin male « Oryctolagus cuniculus ». Cette action protectrice de
HET pourrait étre attribuée a la capacité anti-oxydante et 1’effet anti-apoptotique de son composé

majoritaire « le carvacrol ».

Notre travail nous permet de proposer plusieurs pistes a explorer dans I’avenir. En
perspective, il serait intéressant de :

e Reprendre I’étude sur une période plus longue (toxicité chronique).

e Comparer la toxicité de Voliam Targo® avec celle de ses deux matiéres actives séparées
(abamectine et le chlorantrailiprole) pour mettre en évidence si 1’association de deux
ingrédients actifs induit un effet antagoniste, synergétique ou sans impact sur le plan
toxicité.

e Explorer les marqueurs de stress oxydatif tel que le super oxyde dismutase, le
glutathions transfeérase et réductase, la catalase et la malonaladéhyde.

e D’évaluer I’expression d’autres anticorps comme la P53, K167, Bax et les caspases.

e Réaliser une étude in silico (bioinformatique) pour mettre en évidence le mécanisme
moléculaire de I’effet protecteur du carvacrol.

e Elargir le spectre des activités biologiques de 1’huile essentielle de thym en évaluant
d’autres activités tant au niveau in vitro qu’in vivo (activité antitumorale, anti-
inflammatoire, antivirale, insecticide).

e Caractériser et isoler les principes actifs responsables a ces propriétés pharmacologiques
de I’huile essentielle du thym.

e Tester les effets des composants actifs séparément et comparer leurs pouvoirs avec ceux
de I’huile essentielle.

Pour conclure, nous réalisons qu’a ce jour, il existe un manque d’information de la
population sur le danger de ces polluants et leurs effets sur leur santé. Sensibiliser les revendeurs
des produits phytosanitaires ainsi que les agriculteurs du danger des pesticides contribuera

certainement a la réduction des résidus dans les produits susceptibles d’étre utilisés pour la
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consommation humaine. Il est aussi nécessaire de perfectionner le systéme d’homologation des

pesticides et le réseau de surveillance des dangers et des risques liés a I’utilisation de ces
xénobiotiques.
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ANNEXES ANNEXE 1
ANNEXE 1
Réactifs pour le dosage des paramétres biochimiques
REACTIFS :15 Aimfou [BUF|uAa
Rt  CRE Reéacti1 Tris pH 8,0 & 25°C 50 mmol/L
H N Dichlorohydroxybonzono sulfonate 3 mmol/l
Phosphate dlsodque 64 mmoll Potassium hexacyanoferrate (I1) 53 pmol/L
H)'dmxyde de sodium 150 mmoll 3-DDAPS 0.7 mmol/L
EDTA 2 mmol/lL
Conservateur
R2 CRE Reacli2 R2 ENZYMES [ENZ UA
i : P d > 2000 U/L
wfsuﬂatedesodm 0‘7‘3 m} Arer:::\?ia::l:ynne 750 mmol/l
3 40 mmol Uri > 500 U/L
pH _A'meq C:;z:::vateur
Conformément &y régement 1272720081CE, ce réact lest pas dassé comme R3 ETALON [STO
Acide Urique 100 mg/L

dangereint.

1. Réactifs du dosage de la créatinine

REACTIFS

REACTIF DE TRAVAIL
2-Oxoglutarate 15 mmollL
L-Alanine 500 mmol/L
LDH >1600 UL
NADH <0,18 mmollL
Tampon Tris 100 mmol/L
pHa30°C 7,50 +0.1
Conservateur

3. Réactifs du dosage de ’ALAT

2. Réactifs du dosage de I’acide urique

REACTIFS

R1 REACTIF DE TRAVAIL

EDTA 5 mmollL
2-Oxoglutarate 12 mmol/lL
L-Aspartate 200 mmol/L
MDH 495 UIL
LDH 820 UIL
NADH <0,18 mmol/L
Tampon Tris 80 mmol/L
pH a 30°C 7,80 +0.1
Conservateur

4. Réactifs du dosage de ’ASAT



ANNEXES ANNEXE 1

REACTIFS REACTIFS
TAMPON TAMPON ENZYMES

Tampon phosphate 150 mmollL
Glycylglycine 100 mmolL Glucose oxydase (GOD) ~ >20000 UIL
TRIS pH825 95 mmolL Peroxydase (POD) >1000 UIL
Conservateur 4-Amino-antipyrine (PAP) 0,8 mmollL
SUBSTRAT flacon R2] CHROMOGENE

Chioro-4-phénol 21 mmolL
L-G-glutamyl-3-carboxy-4-nitroanilide 80 mmollL ETALON
(GPNA carboxylé)

Glucose 1 /L (5,55 mmollL)

5. Réactifs du dosage de y-GT

REACTIFS

R1 REAGENT |REAG|TRI

PIPES 100
Chlorure de magnésium 9.8
Chloro-4-phénol 35
Lipase > 1000
Péroxydase (POD) >1700

Glycérol 3 phosphate oxydase (GPO) > 2000

Glycérol Kinase (GK) > 1000
4 - Amino - antipyrine (PAP) 0,5
Adénosine triphosphate Na (ATP) 1.3
Agent clarifiant 1.5
R2  ETALON

Triglycérides 2

mmol/L
mmol/L
mmol/L
UIL
Ul/L
UI/L
Ul/L
mmol/L
mmol/L
mmol/L

gL

7. Réactifs du dosage de triglycérides

REACTIFS

R1 HDL Réactf Accélératour

Tampon de Good

co <1000 WVL
POD <1300 ppg UL
DE8BmT <1 mmoll
AAD <3000 UWL
Acoslarateur <1 mmollL
Consarvateur <006 %

R2 HDL Détergent Sélectif

Tampon de Good

CE <1500 U
4-AA2 <1 mmall
Détargent <2 %
Stabitsant <015 %
Consorvatour <006 %

EUH210 Fiche de domnées de sécunté disponitie sur demande

EUH208 Contiant CO, POD, CE, Pait produlre une réaction allngique

Conformément & la réglementation 1272/2008, ces reactifs no sont pas olassas

comime dangeraux

9. Réactifs du dosage de HDL-C

6. Réactifs du dosage du glucose

REACTIFS
R1 CHO Reactif

Tampon phosphate 100 mmolL
Chioro-4-phénol 5 mmoll
Sodium Cholate 23 mmolL
Triton x100 1,5 mLL
Conservateur

Cholestérol oxydase (CO) >100 UL
Cholestérol estérase (CE) >170 UL
Péroxydase (POD) >1200 UIL
4 - Amino - antipyrine (PAP) 0,25 mmoll
PEG 6000 167 pmollL

Conformément a Ia reglementation 1272/2008, ce réactif n'est pas
classé comme dangereux.

8. Reactifs du dosage de cholestérol total

REACTIFS

REACTIF ENZYMES
Tampon MES pH 6,3 Cholestérol oxydase
Acide ascorbique oxydase Cholestérol estérase
4-amino-antipyrine Détergent 1
Péroxydase Conservateur
flacon R2 | DETERGENT SPECIFIQUE
Tampon MES pH 6,3 Détergent 2
DSBmT Conservateur

MES : acide morpholino-éthane-sulfonique

DSBmT : N,N-bis (4-sulphobutyl)-m-toluidine-disodium

10. Réactifs du dosage de LDL-C
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ANNEXE 2

Tableau 1 : Effet des traitements sur les parametres biochimiques de la fonction rénale.

Parameétres Témoin VT HET VT + HET
biochimiques
Acide urique 1.57 £0.372 2.70 £ 0.62° 1.70 £ 0.20° 1.86 £ 0.48°
(mg/dl)
Créatinine 1.15+0.072 3.58 +£0.82° 1.28 £0.132 1.36 £0.17¢
(mg/dl)

Les résultats sont donnés en moyenne + SD pour cing lapins dans chaque groupe. Les moyennes au sein de la

méme ligne avec des exposants différents sont significatives & p < 0,05.

Tableau 2 : Effet des traitements sur les parametres biochimiques de la fonction hépatique.

Paramétres Groupes
biochimiques

Témoin VT HET VT + HET
ASAT (U/L) 31.14 £ 2.542 57.8.33+3.65" | 30.4 + 3.20° 34.20 £ 1.15°

ALAT (U/L) 25.80 £ 1.16° 48.20 + 6.18" 24.00 = 2.10? 34.8 £2.41°
v-GT (U/L) 11.2 £ 1.61° 27.80 + 3.55° 9.60 £1.21° 13.80 £ 3.62°

Glucose (mg/dl) A 106.4 + 8.06% 145.00 £ 7.78° | 99.4 + 8.48° 127.60 + 9.68°

Les données sont représentées en moyenne * écart-type (n=05). Les moyennes au sein de la méme ligne, qui

ne partagent pas le(s) méme(s) symbole(s) en exposant, sont significativement différentes.
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Tableau 3 : Effet du traitement sur les paramétres du bilan lipidique
Parametres Groupes
biochimiques

Témoin VT HET VT + HET
TC (g/l) 0.63 +0.07 0.35 +0.02%"°"¢" | 0.55 +0.05 0.49 +0.07
TG (g/l) 0.66 + 0.05 0.64 + 0.04 0.52 +0.10 0.51+0.04
HDL-c (g/l) 0.21 +0.03 0.17 +0.03 0.25 +0.03 0.19 +0.01
LDL-c (g/l) 0.29+ 0.04 0.11 +£0.01%"*"¢" 1 0.18 + 0.04 0.21 +0.05
VLDL-c (g/l) 0.12+ 0.01 0.07 +0.04 0.10 +0.02 0.06 +0.02
IAP 0.53+0.07 0.60 £ 0.09 0.25 +0.02* 0.42 £ 0.06
LDL-c/HDLc 1.54 +0.09 0.73+0.05°¢ | 0.75+0.05" 1.04 +0.05
TC/HDL-c 3.27 £0.07 2.47 £0.04 2.19 £ 0.08 2.35+0.03

Les résultats sont donnés en moyenne £ SD (n=5). a* indique une différence significative par rapport au
groupe témoin (p < 0,05), b* indique une différence significative par rapport au groupe HET (p < 0,05), c*

indique une différence significative par rapport au groupe (VT + HET) (p < 0,05).
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ABSTRACT

The present study was designed to investigate the protective
effects of Thymus vulgaris essential oil against kidney and brain
toxicity induced by an  abamectin-based insecticide  Voliam
targo® (VT) in male rabbits (Oryctolagus cuniculus). The extraction
of the essential oil from T. vulgaris (TEO) by hydrodistillation
allowed us to obtain an essential oil with a yield of 0.30 and the
characterization of this essential oil by GC / MS indicates that the
major component is carvacrol (86.25%). Twenty rabbits were
randomly allocated to four equal groups and treated
for 21 consecutive days:  Control  group, VT-group (4 mg ABA
kg ™' body weight), TEO-group (0.5 mg kg ™' body weight), and VT +
TEO-group (0.5 mg kg ™' body weight of TEO plus the same dose of
V/T). Our results revealed that the administration of VT resulted in a
statistically significant (p < 0.05) increase in serum creatinine and
uric acid levels as compared to the control group. Voliam targo® was
found to induce histopathological alterations in the kidney, namely
dilatation and congestion of blood vessels, dilatation of proximal and
distal tubules and lymphocytes infiltration within the renal cortical
interstitium. Furthermore, the subacute exposure to VT resulted in
neurotoxic effects on the cerebral cortex, the hippocampus and the
cerebellum of treated rabbits. However, co-administration of Thymus
vulgaris essential oil significantly reversed renal function biomarkers
to near normal levels and improved morphological changes of the
kidney and brain tissues. The present results indicate that carvacrol-
rich thyme essential oil exerts protective effects against VT-induced
renal and neuro-toxicity.
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INTRODUCTION

Over the last two decades,
pesticides have become an important
component of global agricultural
systems, allowing for a substantial
improvement in crop Yyields and
reducing spoilage rates (Carvalho,
2017). Nevertheless, the extensive
application of pesticides leads to their
accumulations in different biological
matrices which can result in serious
health hazards, including
cardiovascular diseases, liver and
kidney damage, cancers, reproductive
difficulties and neurological effects
(Pereira et al., 2015; Nicolopoulou-
Stamati et al., 2016). "Voliam Targo®
063SCe" (VT) is a broad-spectrum
insecticide and acaricide recently
marketed in Algeria. It is a combination
of two insecticides: abamectin and
chlorantraniliprole, belonging to two
different chemical families
(avermectins and anthranilic diamides
respectively). This biopesticide is
effective on several key pests of fruits
and vegetables. The synergy of its two
active  ingredients  offers  better
efficiency in insects due to its action on
ryanodine receptors and chloride
channels (Diaz-Fleischer et al., 2016).

Abamectin  (ABA) is a
macrocyclic lactone disaccharide; a
mixture of avermectins containing more
than 80% of avermectin Bi. and less
than 20% of avermectin  Bap.
Avermectins  are  widely  used
throughout the world in veterinary and
human medicine to protect against a
broad spectrum of parasitic infections
and in agriculture for pest control.
Avermectins  are  generated  as
fermentation products by the soil-
dwelling actinomycete Streptomyces
avermitilis (Fent, 2014). Abamectin
exerts its effect through high-affinity
binding to glutamate-gated chloride
channels (Kolar et al.,, 2008); it is
considered very toxic to insects and
fishes and may be highly toxic to
mammals as well (Lankas and Gordon,

1989; Jenci¢ et al., 2006). In addition,
previous studies demonstrated that
abamectin can harm kidney function
(Eissa and Zidan, 2010; El-Shafey et
al., 2011; Magdy et al., 2016;
Khaldoun-Oularbi et al., 2017).
Besides, histological examination of the
renal tissue from male albino rats
exposed to abamectin orally revealed
severe tubular cell necrosis, atrophy of
the glomeruli with hemorrhage (Abd-
Elhady and Abou-Elghar, 2013).
Kidneys are the main dynamic organs
responsible for maintaining the body's
homeostasis; they play a key role in the
filtration, biotransformation, and
elimination of xenobiotics and their
metabolites, and thus, are one of the
most  frequent sites for toxicity
(Maliakel et al., 2008). The P-
glycoprotein (P-gp) efflux pump has
been evidenced to affect abamectin
biodistribution in the host while
cytochromes P450 is responsible for its
biotransformation  (Albérich et al.,
2014). P-gp is known to limit the
penetration of toxic compounds across
the blood-brain barrier and thus
prevents brain toxicity (Roulet et al.,
2003). Additionally, it mediates the
intestinal  excretion of abamectin
(Ballent et al., 2006).
Chlorantraniliprole is a novel
anthranilic diamide insecticide,
effective in controlling lepidopteran
pests, and some species in Coleoptera,
Diptera and Hemiptera orders (He et al.,
2019). This insecticide has a unique
mode of action; it selectively binds to
and activates the ryanodine receptors of
insects which stimulate the release and
depletion of internal calcium stores
from the sarcoplasmic reticulum in
muscles, causing an impaired regulation
of muscle, paralysis and ultimately
death of sensitive species (Lai and Su,
2011). Chlorantraniliprole is non-
polluting and is considered a valuable
alternative as compared to more toxic
conventional insecticides because its
toxicity to non-target animals is
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relatively very low (Han et al., 2012,
Nawaz et al., 2017).

It has long been recognized that
the toxicity of pesticides is correlated
with the increased generation of
reactive oxygen species (ROS) (Bagchi
et al., 1995; Verma et al., 2007).
Moreover, the production of ROS has
been postulated as one of the main
mechanisms by which xenobiotics and
pathological conditions may generate
oxidative stress and cause diverse tissue
damages (Yu et al., 2008). In addition,
oxidative stress has recently been
shown to be a key factor in abamectin-
induced cytotoxicity (Liang et al.,
2020).  Therefore, the use of
antioxidants to alleviate the toxic
hazards of abamectin insecticides is a
logical approach.

Recently, there has been a
growing interest in using natural
resources, which are culturally
acceptable and economically viable.
Thyme (Thymus vulgaris L.) is a
perennial aromatic herb of the
Lamiaceae family, native to the
Mediterranean region (Domaracky et
al., 2007). The leafy parts of thyme and
its essential oil are commonly utilized
in foods as culinary herb spices, natural
food preservatives and also in
traditional medicines. Moreover, it has
been reported that Thyme possesses
numerous interesting  bioactivities,
including  antimicrobial, antiseptic,
antifungal, antioxidant properties and it
has also been suggested as a natural
replacement for synthetic antioxidants
(Rasooli et al., 2006). The therapeutic
potential of thyme is based on its
contents of flavonoids, thymol,
carvacrol, eugenol, aliphatic phenols as
well as saponins, luteolin and
tetramethoxylated flavones (Dorman
and Deans, 2000). It must be noted that
the information about the impact of
Thymus vulgaris essential oil on the
toxicity of abamectin-based insecticides
in literature is relatively rare.

Accordingly, the aim of the
present work is to investigate the
potentially toxic effects of Voliam

targo® on kidney function biomarkers
and histological changes in renal and
brain tissues and to evaluate the
protective role of Thymus vulgaris
essential oil against Voliam targo®
induced toxicity in male rabbits
(Oryctolagus cuniculus).
MATERIALS AND METHODS

Chemicals:

The tested molecule “Voliam
Targo® 063SC” (VT) in the current
study is a new insecticide formulation
containing  abamectin  1.8% and
chlorantraniliprole 4.5%. It is marketed
by SYNGENTA Crop Protection
Agrochemicals, Greensboro, USA. All
other chemicals and biochemical
reagents used in the present study were
purchased from commercial sources
(BIOLABO SA, France).

Plant Materials and Essential Oil
Extraction:

T. vulgaris samples were
collected in July 2019 during the
flowering period, from the Blida region
at Hammam Melouane (North-Algeria)
(36°29' N, 2°50' E, Altitude: 200 m).
The botanical identification of the
species was performed at the
Department of Botany, National Higher
School of Agronomy, Algiers. The air-
dried aerial parts of the plant were
subjected to hydrodistillation using a
Clevenger-type apparatus according to
the European Pharmacopoeia 5.0. The
extracted essential oil was dried over
anhydrous sodium sulfate and stored in
darkness at 4°C until analysis.

Gas Chromatography-Mass
Spectrometry Identification:

The composition of thyme
essential oil was identified by gas
chromatography coupled to mass
spectrometry (GC-MS) analysis on an
HP6890 instrument coupled to a 5973A
mass spectrometer, using two fused-
silica-capillary columns with different
stationary phases. The polar column
was a Stabilwax™ consisting of
Carbowax™-PEG (60 m x 0.2 mm i.d.,
0.25 pm film thickness) and the non-
polar one was an HPSMS™ (30 m x
0.25 mm 1.d., 0.25 um film thickness).
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GC-MS spectra were acquired under
the following conditions: carrier gas
helium; flow rate 0.3 ml/min; mode
split-less; injection volume 1 pl;
injection temperature 250 °C; oven
temperature program 60 °C for 8 min,
then increased at 2 °C/min to 250 °C
and held at 250 °C for 15 min. The
ionization mode used was an electronic
impact at 70 eV.

Constituents’ identification was
based on a comparison of their GC
Kovats retention index (RI) determined
with respect to a homologous series of
n-alkanes (C5-C28) and with those of
corresponding  reference  standards
available in the authors’ laboratory.
Identification was confirmed by
comparing  their mass  spectral
fragmentation patterns with  those
reported in the literature data and stored
in MS database [National Institute of
Standards and Technology (NIST) and
Wiley libraries] (Adams, 2007).

Gas Chromatography-FID
Quantification:

The percent composition of the
identified compounds was
electronically calculated from GC—FID
peak areas. Gas chromatography
analysis was carried out using a
Hewlett-Packard 6890 GC—FID system,
fitted with a fused-silica-capillary
column with a non-polar stationary
phase HPSMS™ (30 m x 0.25 mm i.d.,
0.25 pm film thickness). The column
temperature program was 60 °C for 8
min, then increased at 2 °C/min to 250
°C and kept at 250 °C for 15 min. The
injection was performed at 250 °C in
the split-less mode with an injection
volume of 1 pl. The carrier gas was
nitrogen at a flow of 0.3 ml/min with
flame ionization detection at 320°C.
Animals and Experimental
Procedure:

A total of 20 male rabbits
(Oryctolagus cuniculus), aged 3 to 4
months and weighing between 2.5 kg to
2.6 kg each, were used in this
experiment. They were procured from
the Technical Breeding Institute
(ITELV, Baba-Ali) and kept for

experimentation in the CRD Saidal
Algeria. The rabbits were acclimatized
for 3 weeks prior to the experiment in
standard cages at 25 + 3 °C under a
12h/12h light/dark cycle and received a
standard commercial pellet diet and
water ad libitum. The experimental
procedure  followed the National
Guidelines on the care and use of
animals in laboratory research (National
Research Council, 2010).

Animals  were  randomly
divided into four groups (n=5): (1)
control group; (2) VT-treated group
received Voliam targo® alone (4
mg kg ! ABA body weight); (3) TEO-
treated group, rabbits were treated with
thyme essential oil alone
(0.5 mgkg ! body weight); (4) VT +
TEO-treated group, rabbits received
0.5 mgkg ! body weight of TEO plus
the same dose of VT as in VT-treated
group. The treatments were
administered once daily orally by
gavage for 21 consecutive days. Voliam
targo® was dissolved in distilled water.
The rabbits were weighed daily early in
the morning before feeding throughout
the acclimation (3 weeks) and
experimental (3 weeks) periods. Feed
and water intakes were recorded daily.
Blood Sampling:

At the end of the experimental
period, the animals of all groups were
sacrificed and blood samples were
collected from the rabbit ear vein into
dry clean tubes containing EDTA as an
anticoagulant.  Then, plasma was
obtained by centrifugation at 3000
r/min for 20 min and kept at —20 °C for
further biochemical analysis.
Biochemical Analysis:

Plasma levels of uric acid and
creatinine  were  determined by
standardized enzymatic  procedures
using commercial diagnostic  kits
(Biolabo, Maizy, France) on an auto-
analyzer (Hitachi 912) instrument
(Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany).

Histological Examination:

The effects of VT on the

histopathology of the kidney and brain
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were investigated. At the time of
sacrifice, kidney and brain tissues were
removed, trimmed from excess fat,
fixed in a 10% neutral buffer formalin
solution and then dehydrated with
different  ethanol  solutions  and
embedded in paraffin. The paraffin
blocks were cut into serial histological
sections of 2 um thickness using Leica
rotary microtome. The sections were
stained with Hematoxylin-Eosin (H&E)
and Masson's trichrome and then
examined using an  Olympus
microscope (Zeiss, Axiostar plus,
Oberkochen, Germany).

Statistical Analysis:

Data analyses were carried out
by one-way ANOVA and Duncan's
multiple range tests using Statistica
version 10.0 (Stat Soft Inc., Tulsa,
Oklahoma, USA).

Results were expressed as means
+ SD. P-value < 0.05 was considered to

be statistically significant.

RESULTS
Analytical Study of T. vulgaris
Essential Oil:

The extraction of the essential
oil (EO) from T. wulgaris by
hydrodistillation allowed us to obtain an
EO with a yield of 0.30% v/w. GC-MS
analysis of the TEO identified 13
volatile  compounds representing
99.73% of the total detected
constituents. The chemical composition
of TEO is given in Table 1. Carvacrol
(86.25%) was identified as the major
constituent. The amount of the other
components varies between (0.03 -
1.70%) except for linalool with
(3.00%), and alpha-Humelene with
(3.90%). Thereby, based on the analysis
results, our Thymus vulgaris EO can be
considered as a carvacrol chemotype.

Table 1: Chemical composition of T. vulgaris essential oil.

Ne Compound Area % | Retention time (min)
Monoterpenes

1 Alpha Terpinene 0,28 1.019

2 | para-Cymene 0,67 1.028

3 trans-Ocimene 0,40 1.052

4 gamma-Terpinene 0,13 1.065
Oxygenated monoterpenes

5 Linalool 3,00 1.123

6 Terpin-4-ol 0,05 1.179

7 | Thymol 0,54 1.302

8 Carvacrol 86,25 1.318
Sesquiterpenes

9 | Aromadendrene 1,15 1.439

10 | alpha-Humelene 3,90 1.454

11 | gamma-Cadinene 1,70 1.513

12 | delta-Cadinene 0,03 1.542
Other oxygenates

13 | Carvacrol methyl ether ‘ 1,63 1.282

Results of the Toxicological Study:
Effects of Treatments on Body and
Kidney weights, Food Intake and
Water Consumption:

No mortality occurred during
the experimental period, some clinical
signs of toxicity were observed in
animals treated with VT, namely
decreased activity and tremors. The
mean body weight, absolute and relative

kidney weights, the average feed and
water consumption are summarized in
Table 2.

There was a homogeneous
weight gain in the control rabbits, those
treated with TEO and those treated with
VT + TEO during the experimental
period (21 days). However, a significant
decrease (p <0.05) in the average body
weight of rabbits treated with VT
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compared with all other groups was
observed. Also, there was a significant
reduction in food consumption and
water intake in the VT group during the
experimental period compared to the
other three groups. In contrast, the sub-
acute exposure to VT resulted in a

significant increase in absolute and
relative kidney weights in VT-treated
rabbits compared to control rabbits.
While co-administration of thyme
essential oil to VT-intoxicated rabbits
caused a significant improvement of the
altered weights.

Table 2: Effects of treatments on body weight, absolute and relative kidney weights,
average Feed and Water consumption in rabbits at the acclimation (21 days)

and experimental (21 days) periods.

Period Control TEO VT VT + TEO
Body weight | Acclimation Week 1 2.49£0.02 2.50£0.03 2.60 £ 0.04 2.57+£0.03
(kg) Week 2 | 2.53+0.03 2.67+0.03 2.66 + 0.05 2.62=0.05
Week 3 | 2.71 +0.03 2.84 +0.07 2.81£0.06 2.76 = 0.09
Expérimentation | Week1 | 2.88+0.02 2.93 +0.03 2.84 +0.07 2.91 +0.09
Week 2 | 2.93+0.03 3.05+0.04 2.82+ 0.08 3.08 = 0.06
Week3 | 3.12+0.01 3.11 +£0.03 2.85+0.11%%b% < 3.12+0.08
Average Acclimation Week 1 91.91 +5.62 120.11+12.46* | 84.88 + 9.72V 107.94+9.37
feed intake Week 2 | 130.5121.11 | 171.3426.50° | 156.56 + 10.55° 145.4346.51°
(g / rabbit) Week3 | 159.56+5.28 | 183.33+6.88 | 177.90+9.17 176.46+ 6.23
Expérimentation | Week 1 | 138.60+4.69 | 141.70+4.17 | 127.75+6.71 135.05= 4.66
Week 2 | 163.00+5.93 | 155.10 £3.04 | 113.7346.97°%¢ 136.63:4.76%"
Week 3 | 188.8045.02 | 163.00 £2.10 | 86.55+9.21%b*e** | 143.75+3.19°"
Average Acclimation Week1 | 32.06+0.55 | 73.28+5.45% | 47.74 +3.74 36.68 + 1.25Y*
water Week?2 | 75.18+14.13 | 101.77£6.05 | 102.77 £ 7.58 97.17 £ 7.69
consumption Week3 | 129.50+4.09 | 141.20+5.80 | 118.56+5.98 128.33 + 9.55
(ml/rabbit) ['pyperimentation | Week1 | 138.0547.57 | 148.30+ 19.72 | 147.75 + 17.85 135.10 + 14.70
Week 2 | 133.10+04.28 | 141.83+12.24 | 117.77 + 8.80 143.67 + 13.59
Week 3 | 135.60£2.75 | 139.55=12.37 | 107.46 £ 8.00%Pc | 127.50 = 15.64
Kidney Right Kidney Absolute | 7.01 £0.18 7.15+0.52 7.78 + 0.18° 6.95=0.18
weight (g) Relative | 0.23+0.005 | 0.24+0.004 | 0.254 0.0022 0.24 = 0.007
Left Kidney Absolute | 6.65 +0.34 7.41 +0.40 7.86 + 0.18* 7.06 = 0.08
Relative | 0.22+0.01 0.24 +0.01 0.26 < 0.002* 0.23+0.01

Results are given as a mean + SD for five rabbits in each group. a indicates significantly different from control group (p < 0.05),
a* indicates highly significantly different from control group (p < 0.01), a** indicates very highly significantly different from
control group (p < 0.001).b indicates significantly different from TEO group (p < 0.05), b* indicates highly significantly
different from TEO group (p < 0.01), b** indicates very highly significantly different from TEO group (p < 0.001).c indicates
significantly different from (VT + TEO) group (p < 0.05), c* indicates highly significantly different from (VT + TEO) group (p
<0.01), c** indicates very highly significantly different from (VT + TEO) group (p < 0.001).

Biochemical Parameters:

The effect of VT treatment on
kidney function indicators in rabbits is
displayed in  Table 3. The
administration of Voliam targo® caused
kidney dysfunction in the treated rabbits
as evidenced by the significant increase

(p < 0.05) in plasmatic uric acid and
creatinine levels relative to the control.
Whereas, co-administration of thyme
essential oil with VT restored the
elevated levels of kidney function
biomarkers towards the normal range.

Table 3: Effects of treatments on kidney function biomarkers in experimental rabbits.

Parameters/Groups Control TEO VT VT + TEO
Uric acid (mg/dl) 1.57 £0.37= 1.70 £ 0.20= 2.70 + 0.62° 1.86 = 0.482
Creatinine (mg/dl) 1.15+£0.07= 1.28 +0.13= 3.58 + 0.82) 1.36 £0.17=

Results are given as a mean + SD for five rabbits in each group. VT: Voliam targo ; TEO: Thyme essential oil; VT + TEO:
Voliam targo + Thyme essential oil. Means within the same row with different superscripts are significant at p < 0.05

Histological Results:

Histological —examination  of
kidney and brain tissues of male rabbits
is illustrated in Figures 1-6.

The histological analysis of
kidney sections of the control and TEO-
treated rabbits revealed normal
morphological  structures of the
glomeruli as well as proximal and distal
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convoluted tubules (Figure 1 A-H).
However, the treatment with Voliam
targo® caused histopathological changes
in renal tissues when compared to
control, namely dilatation and
congestion of blood vessels, dilatation
of proximal and distal tubules and
lymphocytes infiltration within the renal
cortical interstitium. Intertubular and
glomerular  congestion were also
observed. While co-administration of
Thymus vulgaris essential oil revealed
significant improvement in
morphological alterations of the kidney
of (VT + TEO)-treated animals (Figure
2 A-l).

Light microscopic observation of
sections of the cerebral cortex from the
control group and TEO group were
similar and revealed the well-known
normal histological structure of the
cerebral cortex, and most neurons
appear intact (Figure 3 A-B, Figure 4
A-B). Sections of the cerebral cortex of
rabbits treated with VT exhibited
structural alterations in the form of
pericellular edema and vacuolation.
Dilatation and congestion of some
blood vessels were also noticed (Figure
5 A-C). Cerebral cortex sections of (VT
+ TEO) treated-rabbits showed less
histopathological changes (Figure 6A).

Sections of the hippocampus of
control rabbits and those treated with
TEO showed normal architecture of the
hippocampal tissue with normal small
pyramidal cells, arranged nerve fibers
and small glial cells forming the

molecular layer (Figure 3 C, Figure 4
C). Histological sections of the
hippocampus after administration of VT
revealed marked structural changes.
The hippocampal tissue was the site of
significant edema and disorganization
of the architecture of nerve cells; the
latter appear retracted and present clear
pericellular halots and picnotic nuclei
(Figure 5 D-E). Thyme essential oil co-

administration with VT treatment
showed a prominent decrease in
histomorphological damage of
hippocampus  tissue; CALl region

appeared nearly similar to that of the
control group (Figure 6 B-C).
Histological examination of
cerebellum sections of control rabbits
and those treated with TEO showed
normal histoarchitecture  of  the
cerebellar cortex with three normal
layers; a molecular layer, Purkinje cell
layer, and a granular layer with a
homogeneous cell distribution (Figure 3
D-E, Figure 4D). Whereas, microscopic
examination of the cerebellar sections
of rabbits treated with VT showed
marked  histopathological  changes,
namely neuronal degenerative changes
and extensive neuropil vacuolation.
Purkinje cells layer showed atrophy and
degeneration of Purkinje cells (Figure 5
F-H). The co-administration of Thymus
vulgaris essential oil to the VT-treated
rabbits showed improvement in
morphological alterations of the
cerebellum with the presence of few
neuropil vacuolations (Figure 6 D-E).
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Fig. 1: Photomicrographs of rabbit kidney sections of control and TEO groups. A, B, C and D:
Control group; E, F, G and H: TEO group. Kidney sections from control and TEO-treated rabbits
showed normal morphology of renal tissue, proximal and distal tubules and glomeruler capsule are
intact and no tissue damages were observed. G: Glomerulus. PT: Proximal convoluted tuble. DT:
Distal convoluted tubule. Black arrow: Bowman’s space. H&E staining and Masson’s Trichrome
staining: x 100 ; x 400.

3, Lo

Fig. 2: Photomicrographs of kidney sections of \VVT-treated group and VT+ TEO group. A, B,
C, D and E: VT group; F, G, H and I: (VT+ TEO) group. VT group sections showed dilatation and
congestion of blood vessels (asterisk), leucocytes infiltration (black arrow), dilation of proximal and
distal tubules, shrinkage and fragmentation of some golmeruli (red arrow), and intertubular and
glomerular congestion (yellow arrow). Kidney sections from (VT+ TEO) group showed protective
changes in most renal tubules and glomeruli structures. H&E staining and Masson’s Trichrome
staining: x 100 ; x 400.
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X : : A

Fig. 3: Photomicrographs of brain sections of control rabbits stained with H&E. Sections of
cerebral cortex (A and B), Hippocampus (C) and cerebellum (D and E) from Control rabbits
showing normal histological structure. N: neurons; G: glial cells; BV: blood vessel. ML: molecular
layer; PL: polymorphic layer; Black arrows: pyramidal cells; GL: granular layer; Red arrows: Purkinje
cells. x 100 , x400.

~ A,
Fig. 4: Photomicrographs of brain sections of rabbit treated with TEO alone, stained with
H&E. TEO group showing nearly normal histological architecture of the cerebral cortex (A and B),
the hippocampus (C) and the cerebellum (D). N: neurons; G: glial cells; BV: blood vessel. ML:
molecular layer; PL: polymorphic layer; Black arrows: pyramidal cells; GL: granular layer; Red

arrows: Purkinje cells. x 100 and x 400.
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Fig. 5: Photomicrographs of brain sections of \VT-treated rabbits stained with H&E. VT-
treated group showing neuronal degenerative changes; pericellular oedema (PCO) and neuropil
vacuolation (V) in the cerebral cortex (A, B and C). The hippocampal tissue was the site of significant
oedema (asterisk) and disorganization of the architecture of nerve cells; shrunken pyramidal cells (red
arrow), clear pericellular halots (yellow arrows) and picnotic nuclei (Black arrows) were observed (D
and E). Purkinje cell layer showed atrophy and degeneration of Purkinje cells (arrowheads) and
vacuolation (V) (F, G and H). x 100, x 400

Fig. 6: Photomicrographs of brain sections of rabbit treated with (VT+TEO) stained with
H&E. (VT+TEO)-treated rabbits showing a more preserved architecture of the cerebral cortex (A), the
hippocampus (B and C) and the cerebellum (D and E). G: glial cells; BV: blood vessel; Black arrows:
pyramidal cells; GL: granular layer; ML: molecular layer; Red arrows: Purkinje cells. x 100, x 400.
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DISCUSSION

In recent years, pesticides have
been an essential part of our
environment due to their increased use
in agriculture and in public health
programs. Nevertheless, widespread
exposure to pesticides can cause serious
toxicological hazards to humans and
threaten ecosystems. Indeed, numerous
studies have shown the role of
pesticides in the occurrence of various
diseases (Pereira et al., 2015).
Therefore, it’s important to search for
new strategies to reduce or even prevent
the impact of these xenobiotics.
In our study, the focus of attention was
on Voliam Targo® which is a broad-
spectrum insecticide and acaricide. Our
work aimed to evaluate the toxic effects
of Voliam Targo® on kidney function
markers, renal and brain tissues, and to
investigate the protective effect of a co-
administration of the Thymus vulgaris
essential oil in male rabbits.

Thyme essential oil was obtained
in 0.30% v/w vyield. This result is
agreed with those of Atti-Santos et al.,
(2004) (0.25%); Abbassy and Marei,
(2013) (0.30%) and Alsaraf et al.,
(2020) (0.44%). On the other hand, this
yield is lower than that obtained in a
study previously done in Algeria
(1.58%) (Bouguerra et al., 2017) and
that in Morocco (1%) (Imelouane et al.,
2009). This difference may be due to
various factors including climate and
geographical conditions, period of
collection and cultivation practices
(Hudaib and Aburjai, 2007).

GC-MS analysis of Thymus
vulgaris essential oil revealed the
presence of 13 volatile compounds. The
phenolic component carvacrol (86.25%)
was found to be the major constituent,
which suggests that the studied EO
belongs to the carvacrol chemotype.
The predominance of carvacrol also was
reported by Alsaraf et al., (2013) and
El-Nekeety et al., (2011). On the other
hand, other studies reported different
major compounds and diverse chemical
compositions for the same species in

different geographical regions (Atti-
Santos et al., 2004; Benabed et al.,
2017; Bouguerra et al., 2017;
Wesolowska and Jadczak, 2019;
Alsaraf et al., 2020). Antioxidants play
an important role in maintaining an
optimum person’s health and well-
being. There is a crucial defense against
the harmful free radicals that cause
several age-related diseases. It is
considered that oxygenated
monoterpenes and/or sesquiterpenes are
the components responsible for
the antioxidant potential of essential
oils. Additionally, it has been found that
the phenolic chemotype possesses a
potent free-radicals-scavenging activity
(Schelz et al., 2006).

Analyses of body and organ
weights are important criteria for
toxicity evaluation in toxicological
studies. In the present study, the mean
body weight of rabbits treated with VT
was significantly (p< 0.05) lower than
that in the other three groups after 21
days of treatment. Besides, it has been
found that the average feed intake and
the average water consumption of VT-
treated animals were significantly
decreased during the experimental
period compared to other groups.
Therefore, the decrease in body weight
of rabbits treated with VT seems to be
due to the less food intake as a result of
anorexia or food avoidance and
decreased water consumption due to
treatment-related toxicity (Mansour and
Mossa, 2010). Our findings are in
agreement with our previous studies in
rats, showing that exposure to
avermectin insecticide (abamectin or
Emamectin  benzoate), significantly
reduced body weight gain (Khaldoun-
Oularbi et al., 2015; Khaldoun-Oularbi
et al., 2017). Results revealed that VT
caused a significant increase in the
kidney relative weight as compared to
control. The increase in the relative
weight of kidneys in rabbits exposed to
VT may be attributed to pesticide toxic
potential or to the bodyweight reduction
of experimental animals.
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Supplementation of thyme essential oil
to VT-treated male rabbits restored the
body weight gain and the relative and
absolute weights of the kidney to
normal weights.

The current study demonstrated
that VT significantly increased the
plasma levels of wuric acid and
creatinine. This rise of Kkidney
biomarkers may be attributed to the
decline in the renal glomerular filtration
and demonstrated impaired Kkidney
function. These results were confirmed
by the renal morphological analysis
which showed marked histopathological
alterations in kidney tissue caused by
VT including dilation of proximal and
distal tubules, congestion of blood
vessels and lymphocytes infiltration
within the renal cortical interstitium.
These findings concur with earlier
studies that have documented similar
results in male albino rats exposed to
avermectin insecticides (Eissa and
Zidan, 2010; Khaldoun-Oularbi et al.,
2015; Magdy et al., 2016; Nasr et al.,
2016).

Our results indicated that
subacute exposure to VT resulted in
neurotoxic effects on the cerebral
cortex, the hippocampus and the
cerebellum of treated rabbits. Oxidative
stress is considered a primary
mechanism for neuronal cell damage
involved in pesticide-induced
neurotoxicity (Qiao et al., 2005).
Insecticides act as pro-oxidants and
trigger oxidative damage in brain tissue
(Limon-Pacheco and Gonsebatt, 2009).
Avermectins are among the most
widely used compounds for insect
control  today. Due to their
physicochemical properties of
lipophilicity and water insolubility,
avermectins can cross the blood-brain
barrier and elicit harmful effects to
brain tissue (Tisler and ErZen, 2006). In
addition, brain tissue is especially
vulnerable to oxidative damage due to
its high content of polyunsaturated fatty
acids and its high oxygen consumption
(Dringen, 2000; Lukaszewicz-Hussain,
2010).

The leaves and flowers of
aromatic plants are rich sources of
bioactive compounds, mainly phenols.
Phenolic compounds are thought to
have potential health beneficial effects
via their antioxidant and free radicals
scavenging capacities thereby
protecting cell components against
oxidative damage. Nevertheless, they
are likely to possess different
antioxidant activities because of their
various chemical structures (Ferguson,
2001; Dapkevicius et al., 2002). Our
study revealed that Thymus vulgaris
essential oil is rich in phenolic
constituent carvacrol. In addition,
combined treatment of Voliam targo®
and Thymus vulgaris EO in the current
study  evidenced a  significant
improvement in body weight, food
intake, water consumption, kidney
function biomarkers and histological
alterations of the kidney and the brain.
Thus, Thymus vulgaris essential oil may
have a protective effect against VT-
mediated Kidney injury and
neurotoxicity  probably  via its
antioxidant and free radical scavenging
capacities. The antioxidant activity of
thyme oil has been documented by
previous works applying different
methods. The antioxidant properties of
thyme extracts are mainly due to the
presence of phenolic constituents,
particularly thymol and carvacrol (Lee
and Shibamoto, 2002; Miura et al.,
2002). Besides, Unde_ger et al., (2009)
have proved that carvacrol revealed a
potent antioxidant activity compared to
that of the standard antioxidant
Trolox® in the cell-free assay.

It should be noted that rabbits
treated with 0.5 mg/kg per day of
Thymus vulgaris essential oil alone did
not reveal any significant changes in
body weight, relative kidney weight,
biochemical parameters, or histological
structure of the kidney and the brain as
compared to control. Furthermore,
Domaracky et al., (2007) reported that
thyme essential oil did not affect mouse
embryo development when was added
to a commercial diet at a concentration
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of 0.25% which suggested the safety of
this oil. Recently, a repeated dose 28-
day oral toxicity study of Thymus
vulgaris essential oil showed no
significant changes in the kidney
relative weights and the levels of
creatinine and urea in the treated groups
with doses of 100, 250 and 500
mg/kg/day in rats. While thyme
essential oil decreased significantly rat
body weights but only with the 500
mg/kg dose. Furthermore,
histopathological examination of the
kidney and the brain from rats
sacrificed after the 28-day treatment
period revealed no alteration for all
three dose levels. It has been suggested
that the no-observed-adverse-effect
level (NOAEL) of Thymus vulgaris
essential oil is greater than 250
mg/kg/day in rats (Rojas-Armas et al.,
2019). Although there are few studies
on the toxic effects of thyme active
components, our results reinforce the
view that the use of thyme does not
cause negative influences.
CONCLUSION

In conclusion, the present data
demonstrate the adverse effects of
Voliam targo® on the kidney and brain.
Interestingly, the co-administration of
carvacrol-rich T. vulgaris essential oil
improves these harmful effects and may
have healing and protective properties.
However, further studies are required to
elucidate the molecular mechanism by
which TEO may exert its protective
action.
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ABSTRACT

The aim of the present study is to evaluate the potential cardiotoxicity of Voliam Targo® (VT) and to
investigate the protective effect of a co-administration of the Thymus vulgaris essential oil against
heart histopathological alterations in male rabbits. Twenty adult rabbits were divided into four equal
groups and treated for 21 consecutive days: control, voliam targo® (VT), thyme essential oil (TEO)
and voliam targo® plus thyme essential oil (VT+TEOQ) groups. Subacute exposure to VT caused a
significant decrease in mean body weight compared to control. Absolute and relative heart weights
were significantly altered in VT group. The LDL-C/HDL-C ratio was found significantly reduced in
VT-treated group compared to the other groups. The treatment with voliam targo® caused
histopathological alterations in the myocardium such as congested blood capillaries, inflammatory cell
infiltration, increased masses of collagen fibers around the congested blood vessels. While the co-
administration of Thymus vulgaris essential oil showed significant improvement in morphological
changes of the heart. In conclusion, exposure to VT induces toxic effect on heart tissue and the
essential oil of T. vulgaris alleviates this deleterious effect and may have healing and protective
effects.
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INTRODUCTION

Pesticides extensive use is currently one of the major and global health problem (Alarcan et al.,
2020). Scientifically, exposure to pesticides has been correlated with the appearance of several human
pathologies including cardiovascular diseases (Georgiadis et al., 2018). "Voliam Targo 063SCe"
(VT) is a new commercial formulation of abamectin-based insecticide. This biocide contains two
active ingredients, abametin and chlorantraniliprole belonging to two different families, the bisamide
and the avermectin. It is effective on several key pests of fruits and vegetables. So far, many studies
have revealed that pesticides have adverse effects in heart tissue (Thomaz et al., 2009; Bas and
Kalender, 2011, Ahmed et al., 2016). However, to date, information on histopathological changes
induced by exposure to abamectin-based insecticides in the heart is rare. Nowadays, a growing interest
has been noted on the significance of natural resources that can be consumed in an individual’s
everyday diet. Among these, Thymus vulgaris L is an herbaceous, perennial aromatic plant, belonging
to the Lamiaceae family and indigenous in the Mediterranean region (Ghavam, 2018). It is widely
utilized in folk medicine due to its antimicrobial, anti-inflammatory and antioxidant potentials
(Taghouti et al., 2020). It has been postulated that a fraction of these properties is related to its
essential oil (Fachini-Queiroz et al., 2012). Within this context, the present study aimed to evaluate
the effects of Voliam Targo® on histological changes of cardiac tissue and to investigate the possible
protective role of T. vulgaris essential oil in male rabbit of (Oryctolagus cuniculus).

MATERIALS AND METHODS
Chemicals

The molecule tested “Voliam Targo®063SCe" in the present study is a commercial formulation of an
insecticide composed of two active ingredients: chlorantraniliprole 4,5% and abamectin, 1,8%
marketed by SYNGENTA Crop Protection Agrochemicals, Greensboro, USA. All other chemicals and
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biochemical reagents used in the current study were purchased from commercial sources (BIOLABO
SA, France).

Animals and experimental procedure

Healthy adult male rabbits (Oryctolagus cuniculus, 2.5 £ 0.1 kg) were used in this experiment and
divided into 4 groups (5 rabbits each). The rabbits were provided by the Technical Breeding Institute
(ITELV, Baba-Ali) and kept for experimentation in the CRD Saidal Algeria. They were acclimatized
for 3 weeks prior to the experiment in standard cages at 25 = 3 «C under a 12 h/12 h light/dark cycle.
The rabbits received a standard commercial diet and water ad libitum.

Animals were randomly divided into four experimental groups as follows: Group 1 (C): control group.
Group 2 (VT): rabbits were orally intoxicated with VT pesticide at a dose that containing 4mg/kg
abamectin and 11 mg /kg chlorantraniliprole daily for 21 days. Group 3 (TEO): rabbits were treated
with thyme essential oil alone at a concentration of 0.5 mg/kg per day for 21 days. Group 4 (VT +
TEO): rabbits received 0.5 mg/kg b.w of Thymus vulgaris essential oil plus the same dose of VT as in
V/T-treated group. At the end of the experimental period, rabbits were sacrificed and heart tissues
were collected for histopathological analysis.

Biochemical analysis

To better assess the cardiotoxicity of VT, some atherogenic indices were determined, namely
atherogenic index of plasma (AIP), atherogenic index (LDL-C/HDL-C ratio) and coronary risk index
(TC/HDL-C ratio). The atherogenic index of plasma (AIP) was calculated as Log10 [TGs] / [HDL-C]
according to Krdliczewska et al. (2018).

Histological examination

The specimens of the heart were isolated and immediately fixed in 10% neutral formalin saline.
Dehydration was then carried out in ascending series of ethyl alcohol followed by clearing with
xylene. The tissues were then embedded in paraffin wax and serial sections of 2 um thickness were
obtained with Leica rotatory microtome. The sections were then stained with haematoxylin-eosin stain
and Masson’s trichrome stain and examined under light microscope.

Statistical Analysis

Data were presented as means + the standard deviation of means. Statistical analyses were performed
using Statistica version 10.0 (Stat Soft Inc., Tulsa, Oklahoma, USA) and one-way ANOVA. Duncan's
multiple-range test was used to determine differences among groups with significance set at P < 0.05.

RESULTS AND DISCUSSION
Effects of treatments on heart and body weights

No deaths were observed in any of the experimental groups. There was a homogeneous weight gain in
the control rabbits, those treated with TEO and those treated with VT + TEO. However, VT treatment
resulted in a significant decrease (p <0.05) in the average body weight and body weight gain.
Similarly, absolute and relative heart weights were significantly reduced in VT treated group (Table
1). The decrease in body weight of rabbits treated with VT may be attributed to lower intake of food
and drink due to treatment-related toxicity (Mansour and Mossa, 2010). Our results agreed with our
previous studies in rats, showing that exposure to avermectin insecticide (abamectin or Emamectin
benzoate) significantly reduced body weight gain (Khaldoun Oularbi et al., 2013 ; Khaldoun
Oularbi et al., 2015).



Effects of treatments on

Table 1: Effect of Voliam targo® and/or TEO treatment on body | atherogenic indices
weight, absolute and relative heart weights

Groups Control VT TEO VT + TEO In comparison with control

data, the atherogenic index
Initial BW (kg) 2.81+0.012 2.79+0.06® 2.86+0.02°8 2.92+0.04 (LDL-C/HDL-C) of VT-
Final BW (kg)  3.14%0.03° 294007 317002 3.20%0.05 treated  rabbits  was
% BWG 117 54 108 96 statistically decreased
Absolute heart 7.67 £002° 6.84+022° 6.95%032° 7.39%0.27° (Table 2). This is probably
weight (g) related to the plasma
Relative heat 0.25£0.00° 022£000° 024003 0.25%0.01° elimination  of  Voliam
weight targo™ in the treated rabbits,

Data are represented as Mean = SD (n=05). Means within the same row, which do not share the same superscript which is SUppOftEd by
symbol(s), are significantly different at p < 0.05. AIP: Atherogenic Index of Plasma,VT Voliam Targo®, TEO Khaldoun et al. (2015) who
Thymys vulgaris essential oil have demonstrated that
avermectins can be simply

eliminated from the plasma
after cessation of treatment whereas their accumulation occurs in other biological matrices or organs
due to its lipophilicity which is at the origin of their toxicity. Avermectins xenobiotics are very
hydrophobic molecules which are distributed in plasma via the LDLc, HDLc and VLDL plasma
lipoprotein particles. Thus, the pharmacokinetic of avermectins is influenced by plasma lipoprotein
levels (Bassissi et al., 2004).

_ - o Effects of treatments on
Table 2._ E_ffe_ct of Voliam targo™ and/or TEO treatment on | pogrt histological
atherogenic indices structure
Groups Control TEO VT VT + TEO
Histomicrographs of
AIP 0.53+0.07¢ 0.25+0.02®> 0.60+0.092 0.42 +0.06? hematoxylin and eosin
LDL-C/HDL-C  1.54+0.09° 0.75+0.05° 0.73+0.05"> 1.04 +0.05 (H&E) and Masson’s
TC/HDLc 3.27+£0.07* 2.19+0.088 2.47+0.04% 2.35x0.032 trichrome stained sections
Data are represented as Mean = SD (n=05). Means within the same row, which do not share the same superscript of the heart SpECimen from
symbol(s), are significantly different at p < 0.05. AIP: Atherogenic Index of Plasma,VT Voliam Targo®, TEO different treatment groups
Thymys vulgaris essential oil are shown in Figure 1. The
cardiac sections of the

control and TEO-treated
rabbits showed the same normal histoarchitecture of cardiac tissue, which was formed of normal
typical cardiac muscle fibers with several small blood vessels and myofibrillar structure with
striations. The five rabbits treated with VT alone displayed the same histopathological changes of
cardiac tissue, namely congested blood capillaries, inflammatory cell infiltration, increased masses of
collagen fibers among the cardiac muscle fibers and around the congested blood vessels Focal parts of
extensive collagen fiber deposition were also noticed. While the co-administration of Thymus vulgaris
essential oil showed significant improvement in morphological alterations of the heart. Thus, this
essential oil may play a protective role against VT mediated cardiotoxicity through its antioxidant and
free radical scavenging properties.

CONCLUSIONS

In conclusion, the findings of this study indicate that sub-acute exposure to Voliam targo®
may induce toxic effect to cardiac tissues. This deleterious effect could be ameliorated by T.
vulgaris essential oil which has healing and protective properties probably through its antioxidant
potential and free radical-scavenging activity.



Figure 1:Photomicrographs of rabbit heart sections stained with H&E and Masson’s trichrome. Sections
of control (A and B) and TEO (C and D) treated rabbits showing normal cardiac histoarchitecture. Section of rabbits treated
with VT (E and F) showing vascular congestion (VC), extensive amounts of collagen fibers among the cardiac muscle fibers
and around the congested dilated blood vessels (bleu color) and cell infiltration (IF). Cardiac sections from VT+TEQO treated
rabbits (G and H) showing few collagen fibers with a nearly normal histologic pattern. (X100, X400).
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