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GLOSSAIRE

Dose Journaliére Admissible (DJA) : Quantité de substance chimique qu’un étre humain ou un animal
peut ingérer quotidiennement, tout au long de sa vie, sans risque appréciable pour sa santé.
Elle s’exprime en milligrammes de substance par kilogramme de poids corporel.
Elle est calculée selon la formule suivante

DJA=NOAEL/ 100

Non Observed Adverse Effect Level (NOAEL) : La NOAEL désigne la dose maximale d’une
substance a laquelle aucun effet toxique n’a été observé lors des études toxicologiques.

C’est une valeur de référence utilisée pour déterminer la DJA.

Epigastre : Région anatomique située dans la partie centrale supérieure de I’abdomen, entre

les deux hypocondres, juste sous le sternum.

Hypocondre : Région anatomique située dans la partie supérieure de 1’abdomen, de part et

d’autre de I’épigastre, sous les cotes.

Xénobiotiques : Substances chimiques étrangeres a 1’organisme vivant, c’est-a-dire non
produites naturellement par celui-ci. Elles comprennent notamment les médicaments,
pesticides, polluants environnementaux et autres composés synthétiques. Les xénobiotiques
peuvent étre métabolisés par le foie (biotransformation) afin d’étre éliminés, mais certains

peuvent induire des effets toxiques, en particulier en cas d’exposition prolongée ou a forte dose.

Multi-omique : désigne une stratégie d’analyse intégrée qui combine plusieurs niveaux
d’informations biologiques (comme la génomique, la transcriptomique, la protéomique ou la
métabolomique) afin de mieux comprendre les interactions complexes entre génes, protéines,

métabolites et mécanismes cellulaires dans un contexte physiologique ou pathologique.

Mécanotransduction : est le processus par lequel une cellule convertit un stimulus mécanique
(comme une pression, une tension ou une déformation) en un signal biochimique
intracellulaire, déclenchant des réponses biologiques qui régulent des fonctions telles que la

croissance, la différenciation ou I’adaptation tissulaire.

Pycnose : est une modification morphologique du noyau cellulaire marquée par sa

condensation et sa rétraction, généralement observée au cours de la mort cellulaire (nécrose ou




apoptose). Elle se traduit par un noyau plus petit, dense et foncé en microscopie, souvent

considérée comme un signe précoce d’apoptose.

Karyorrhexis : La karyorrhexis désigne la fragmentation du noyau cellulaire en plusieurs
débris d’ADN apres la pycnose, au cours des processus de nécrose ou d’apoptose.
Elle marque une étape avancée de la mort cellulaire, ou la membrane nucléaire se rompt,

entrainant la dispersion du matériel génétique dans le cytoplasme.

Fibrose : La fibrose est un processus pathologique caractérisé par I’accumulation excessive de
tissu conjonctif, principalement constitué de collagéne, en réponse a une lésion chronique ou
une inflammation persistante. Dans le foie, la fibrose résulte de 1’activation des cellules étoilées
et peut entrainer une altération progressive de 1’architecture hépatique, compromettant la

fonction de 1’organe et pouvant évoluer vers la cirrhose.




RESUME

Les perturbateurs endocriniens sont des substances chimigues exogenes capables
d’interférer avec le systétme hormonal, entrainant des effets déléteres sur la santé des
organismes vivants. Parmi eux, les pesticides néonicotinoides, notamment le thiaméthoxame,
suscitent une attention croissante en raison de leur potentiel toxique, non seulement sur le
systéeme nerveux, mais également sur d'autres organes tels que le foie, qui joue un rdle central
dans la détoxification et le métabolisme.

L’objectif de ce travail est d’étudier 'impact du thiaméthoxame sur 1’organisation
histologique et la fonction hépatique au cours du developpement postnatal chez le rat, en tenant
compte d’un possible effet perturbateur endocrinien. Pour cela, des rats Wistar ont été exposés
au thiaméthoxame a différentes doses. Les échantillons de foie ont été prélevés chez les sujets
traités et, leurs descendants, a différents stades de développement (20, 60 et 90 jours), puis
traités pour des analyses histologiques (coloration PAS) et immunohistochimiques
enzymatique (immuno- peroxydase).

Les résultats révelent des altérations significatives de la structure hépatique, notamment
une désorganisation des cellules hépatocytaires, des congestions vasculaires et une
vacuolisation cytoplasmique, avec une intensité proportionnelle & la dose administrée. Ces
mémes altérations ont plus au moins ¢été retrouvées chez les descendants. L’analyse
immunohistochimique a également mis en évidence une distribution irréguliere des
dystrophines dans le tissu hepatique des rats exposés ainsi que leurs descendants suggérant une
perturbation de I’organisation cellulaire li¢ au thiaméthoxame.

Ces observations soulignent I’importance d’évaluer les risques potentiels liés a
I’exposition précoce aux néonicotinoides, et mettent en lumiere leur impact sur la santé
hépatique et endocrine des générations futures.

Mots clés : Perturbateurs endocriniens, Thiaméthoxame, Néonicotinoides, Toxicité hépatique,
Histologie, Immunohistochimie, Développement, Rat Wistar.




ABSTRACT

Endocrine disruptors are exogenous chemical substances capable of interfering with the
hormonal system, leading to harmful effects on the health of living organisms. Among them,
neonicotinoid pesticides, particularly thiamethoxam, are attracting increasing attention due to
their toxic potential, not only on the nervous system but also on other organs such as the liver,
which plays a central role in detoxification and metabolism.

The objective of this study is to investigate the impact of thiamethoxam on liver histological
organization and function during postnatal development in rats, considering a possible
endocrine-disrupting effect. For this purpose, Wistar rats were exposed to thiamethoxam at
different doses. Liver samples were collected from treated subjects and their offspring at
different developmental stages (20, 60, and 90 days), then processed for histological analysis
(PAS staining) and enzymatic immunohistochemistry (immunoperoxidase method).

The results reveal significant alterations in liver structure, including disorganization of
hepatocytes, vascular congestion, and cytoplasmic vacuolation, with intensity proportional to
the administered dose. These same alterations were also observed, to varying degrees, in the
offspring. Immunohistochemical analysis also showed an irregular distribution of dystrophins
in the liver tissue of exposed rats and their offspring, suggesting a disruption of cellular
organization linked to thiamethoxam exposure.

These findings highlight the importance of assessing the potential risks associated with
early exposure to neonicotinoids and shed light on their impact on liver and endocrine health
in future generations.

Keywords: Endocrine disruptors, Thiamethoxam, Neonicotinoids, Hepatic toxicity, Histology,
Immunohistochemistry, Development, Wistar rat.
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Introduction

L’usage intensif des pesticides dans les pratiques agricoles modernes souléve de
nombreuses inquiétudes quant a leurs effets sur la santé humaine, la biodiversité et
I’environnement. Bien qu’ils soient congus pour éliminer des organismes nuisibles, plusieurs
études ont montré que certains pesticides peuvent également affecter des espéces non ciblées
et provoquer des effets toxiques a court ou long terme, en particulier au niveau du foie, du
systeme endocrinien et du systeme nerveux (Mostafalou & Abdollahi, 2013 ; Bretveld et al.,
2006). Ces effets varient selon la dose, la voie d’exposition, la durée du contact et la sensibilité

de I’organisme exposé (Aktar et al., 2009).

Parmi les familles de pesticides les plus répandues figure celle des néonicotinoides,
largement utilisée pour leurs propriétés neurotoxiques spéecifiques aux insectes. Ces composés
agissent sur les récepteurs nicotiniques de 1’acétylcholine, entrainant une paralysie progressive
chez les insectes ciblés (Simon-Delso et al., 2015). Cependant, des études recentes suggerent
que certains néonicotinoides, comme le thiaméthoxame (TMX), peuvent également provoquer
des effets indésirables chez les mammiféres, notamment en affectant le foie et le systéeme
endocrinien (Habotta et al., 2021 ; Zaghloul et al., 2022).

Le foie, en tant qu’organe central du métabolisme et de la détoxification, est
particulierement vulnérable a I’accumulation de substances toxiques. Plusieurs recherches ont
mis en évidence que le thiaméthoxame peut entrainer des altérations histologiques hépatiques,
une ¢lévation des enzymes hépatiques sériques, ainsi qu’un stress oxydatif significatif chez le

rat (Khaldoun-Oularbi et al., 2017 ; Habotta et al., 2021).

En plus des effets sur les organes classiques de détoxification, des recherches récentes
s’intéressent a la dystrophine, une protéine de cytosquelette bien connue pour son réle dans le
maintien de I’intégrité des cellules musculaires. Toutefois, la présence de la dystrophine a aussi
¢té détectée dans d’autres types cellulaires, notamment dans les cellules hépatiques et d'autres
tissus non musculaires. Ou, elle semble jouer un réle dans la stabilisation de la membrane
cellulaire, ’organisation du cytosquelette et certaines voies de signalisation intracellulaire
(Zhou et al., 2008 ; Ervasti, 2003).

L’analyse de la distribution des dystrophines dans le foie pourrait ainsi offrir une approche

intéressante pour mieux comprendre les effets subcellulaires de certaines substances toxiques
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comme le thiaméthoxame. En effet, un déréglement de cette protéine pourrait refléter des

modifications de I’architecture cellulaire liées a une exposition chronique a un pesticide.

Ce travail s’inscrit donc dans une démarche d’étude des effets du thiaméthoxame et le
risque de transmission aux descendants de premiére génération sur le tissu hépatique de rats
Wistar, en s’appuyant a la fois sur des observations histologiques et des techniques
d’immunohistochimie ciblant la dystrophine. Il est structuré en trois parties : une premiére
partie bibliographique qui présente les principales caractéristiques des pesticides
néonicotinoides, du foie, ainsi que de la dystrophine ; une seconde partie expérimentale qui
détaille les protocoles suivis, et une derniere partie pour les résultats obtenus, leur interprétation

et les conclusions qui en découlent.
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I. Généralités sur les pesticides
1.Les pesticides
1.1 Définition des pesticides

Le mot « pesticide », terme générique dérivé des termes latins « caedere » (tuer) et «
pestis » (fléau), est utilisé aussi bien dans le langage courant que scientifique. Les pesticides
ont comme caractéristique principale de lutter contre des organismes nuisibles (animaux,
végétaux, champignons) mais ils peuvent aussi réguler la croissance des végétaux, avoir des
propriétés défoliantes ou dessicantes, ou encore améliorer le stockage ou le transport des

produits de culture (Baldi et al., 2013).
1.2 Composition des pesticides

La composition chimique des pesticides varie en fonction de leur usage spécifique, mais

ils contiennent généralement plusieurs composants principaux :
1.2.1 Substance active

La substance active est le composant principal qui confére au pesticide son efficacité
biologique. Elle peut étre d'origine naturelle (comme les pyréthrines extraites des fleurs de
chrysanthemes) ou synthétique (comme les néonicotinoides et les organophosphorés). Chaque
substance active a un mode d'action particulier qui cible soit le systéme nerveux, soit le

métabolisme des organismes nuisibles (Kohler et Triebskorn, 2013).
1.2.2 Adjuvants

Les adjuvants sont des composés ajoutés pour améliorer I’efficacité de la substance
active. lls facilitent la dispersion du pesticide, son absorption par la plante ou encore sa
résistance au lessivage par la pluie. Parmi eux, on trouve les agents mouillants, les stabilisants

et les surfactants (Green et Beestman, 2007).
1.2.3 Solvants et diluants

Les solvants servent a dissoudre la substance active et a faciliter son application. Il peut

s’agir d’hydrocarbures, d’alcools ou d’autres composés organiques. Les diluants, quant a eux,
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permettent d'ajuster la concentration du produit pour une application contrdlée (Booth et al.,
2019).

1.2.4 Synergistes

Certains pesticides contiennent des synergistes qui renforcent 1’action de la substance
active. Par exemple, le butoxyde de pipéronyle est souvent ajouté aux insecticides pour inhiber
les enzymes de détoxification des insectes, augmentant ainsi leur sensibilité au traitement
(Casida et Quistad, 1998).

1.2.5 Conservateurs et agents anti-UV

Pour éviter la dégradation prématurée du pesticide, des conservateurs et des agents anti-
UV sont intégrés dans les formulations. Ces substances protégent la molécule active contre les

effets de I'oxydation et de la lumiere (Matthews, 2018).
1.3 Classification des pesticides

Ils sont classés selon leur cible biologique et leur composition chimique (Casida et
Durkin, 2013). Cette classification est essentielle pour comprendre leurs modes d’action et

leurs effets sur I’environnement et la santé humaine (Mostafalou et Abdollahi, 2017).
1.3.1. Classification selon la cible

On distingue principalement les insecticides, fongicides, herbicides, acaricides, nématicides,
rodenticides et molluscicides (figure 01) (Aktar et al., 2009).

Les insecticides sont destinés a lutter contre les insectes ravageurs des cultures ou vecteurs de
maladies. Ils comprennent plusieurs familles chimiques telles que les organophosphorés, les
carbamates, les pyréthrinoides et les néonicotinoides. Ces derniers, comme le thiaméthoxame,
agissent sur le systéme nerveux central en mimant I’action de 1’acétylcholine, entrainant une

paralysie puis la mort de I’insecte (Simon-Delso et al., 2015).

Les fongicides sont utilisés pour prévenir ou traiter les maladies causées par les champignons
phytopathogenes. Ils agissent notamment sur la respiration mitochondriale, la synthése des

stérols membranaires ou la division cellulaire des champignons (Lucas et al., 2015).
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Les herbicides permettent de contrdler les adventices qui entrent en compétition avec les
plantes cultivées pour les ressources. Ils peuvent étre sélectifs ou non sélectifs, systémiques ou
de contact, et agissent sur différents processus comme la photosyntheése, la division cellulaire

ou la biosynthese des acides aminés (Duke, 2012).

Les acaricides ciblent les acariens, notamment les tétranyques, responsables de nombreux
dégats sur les cultures fruiticres et légumicres. Leur mode d’action peut impliquer une

inhibition du systéme respiratoire ou du métabolisme cellulaire (Van Leeuwen et al., 2010).

Les nématicides visent les nématodes phytoparasites présents dans le sol, qui s’attaquent aux
racines et alterent la croissance des plantes. Leur efficacité dépend souvent de leur capacité a

pénétrer le sol et a atteindre la zone racinaire (Desaeger et al., 2020).

Les rodenticides sont congus pour eliminer les rongeurs nuisibles comme les rats ou les souris.
IIs agissent généralement comme anticoagulants ou perturbateurs du systeme nerveux (Buckle
et Smith, 2015).

Enfin, les molluscicides sont employés contre les limaces et escargots, notamment dans les

cultures maraicheres (Speiser et Kistler, 2002).

| Herbicide | Insecticide ‘ | Nematicide ‘ ‘ Fungicide ‘ [ Miticide | ‘ Algicide ‘ | Rodenticide

T i i — T i L T
l Pesticide ‘
JL
il I

‘ Natural ‘ ‘ Synthetic |

- I = X I :

i ik i |8
Plant derived ‘ ‘ Mineral oil based l ‘ Inorganic ‘ | Organic ‘

[l

Pyrethrum, Pyrethrins 1 and 11, Citronella oil, Thujone, Azadirachtin,
Ryania, Nicotine, Palm kernel crude oil, 1,8-Cineole, Sabadilla,
Eugenol, Rotenone, trans-Cinnamaldeyde, Terthiophene

-

g 1 BNS 1l

Pyrethroids | l Carbamates Organochlorines Organophosphates

Figures 01 : Classification des pesticides (Jayaraj et al., 2016)
1.3.2. Classification selon la composition chimique

Les pesticides peuvent étre classés selon leur structure chimique, ce qui influence leur

mode d’action, leur toxicité et leur persistance dans I’environnement.
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1.3.2.1. Les organochlorés (OCs)

Les organochlorés sont des hydrocarbures chlorés, considérés parmi les pesticides les
plus anciens et les plus persistants. Principalement utilisés comme insecticides en agriculture
et dans I’industrie du bois, ils appartiennent a la famille des aromatiques polycycliques, bien
qu’ils ne partagent pas tous une structure commune spécifique. Cependant, ils présentent des
caractéristiques communes, telles qu’une forte lipophilie et une stabilit¢é moléculaire
particulierement élevée. En raison de leur faible dégradabilité, ces composés s’accumulent dans
les sols, les aliments ainsi que dans les organismes humains et animaux (Cottard, 2008). De
plus, ils ont la capacité de se stocker dans le foie, les tissus adipeux et le systéme nerveux. A
des concentrations elevées, ils peuvent exercer une action pro-convulsive, augmentant ainsi le

risque de convulsions (Tordoir et Van Sittert, 1994).
1.3.2.2. Organophosphorés

Les organophosphorés sont des composés chimiques dérivés de l'acide phosphorique,
sous forme d'amides ou d'esters (Testudet-Grillet, 2007). D'aprés I'Environmental Protection
Agency (EPA, 2019), ces substances sont largement employées pour éliminer les organismes
nuisibles en perturbant leur systéme nerveux. Contrairement a certains autres pesticides, ils
présentent une moindre persistance dans 1’environnement, ce qui réduit leur accumulation a

long terme.
1.3.2.3. Carbamates

Les carbamates sont couramment utilisés en agriculture en tant qu’insecticides,
herbicides et fongicides. Leur mode d’action repose sur I’inhibition des cholinestérases grace
a leur fonction carbyl, entrainant ainsi une accumulation d’acétylcholine. Toutefois,
contrairement aux organophosphoreés, cette inhibition est réversible (Danel et al., 2005). Ces
pesticides peuvent affecter les insectes par contact, ingestion et, dans certains cas, par
inhalation. Sur le plan chimique, ils sont constitués d’esters de I’acide méthylcarbamique, dont
la formule générale est (R-O-CO-NH-CH3). Généralement non volatils et lipophiles, les
carbamates présentent une faible solubilité¢ dans 1’eau mais sont solubles dans la plupart des
solvants organiques. Leur large gamme de solubilité leur confére une efficacité contre de

nombreux insectes (Testud et Grillet, 2007)
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1.3.2.4. Pyréthrinoides

Les pyréthrinoides sont des esters dérivés de I'acide cyclopropane carboxylique. Ils se
divisent en deux groupes : le groupe I, qui regroupe les premiers pyréthrinoides synthétisés,
sensibles a la dégradation par la lumiére, et le groupe Il, constitué de pyréthrinoides
photostables. Dans ce second groupe, le carbone alpha est substitué par un groupement cyané
et un radical phénoxyphényle (Testud et al., 2001). Leur mode d’action repose sur la
perturbation de la transmission des impulsions nerveuses en augmentant le flux d’ions sodium,
ce qui entraine une stimulation excessive des cellules nerveuses et conduit a une paralysie. De
plus, ces composés présentent une persistance importante et ne se dégradent pas rapidement

dans I’environnement (centre canadien d’hygiéne et de sécurité au travail, 2023).
1.5 Mécanismes d’action des pesticides

Les pesticides agissent en ciblant des processus biologiques essentiels chez les
organismes nuisibles. Leur mode d'action varie selon leur classe chimique et leur utilisation
(Casida et Durkin, 2013).

1.5.1 Inhibition des enzymes vitales

Certains pesticides Dbloquent des enzymes essentielles. Par exemple, les
organophosphorés inhibent  I'acétylcholinestérase, provoguant une accumulation
d'acétylcholine et une paralysie chez les insectes (Fukuto, 1990). Les fongicides SDHI

bloguent la respiration mitochondriale des champignons (Avenot et Michailides, 2010).
1.5.2 Perturbation du systéeme nerveux

Les pyréthrinoides perturbent les canaux sodiques neuronaux, provoquant une
hyperstimulation (Soderlund, 2012). Les néonicotinoides, comme le thiaméthoxame, miment

I'acétylcholine et causent une excitation nerveuse incontrélée (Tomizawa et Casida, 2005).
1.5.3 Altération des processus hormonaux

Les régulateurs de croissance des insectes (IGR) perturbent les hormones de croissance,
empéchant la mue des insectes (Dhadialla et al., 2005). Certains herbicides, comme le 2,4-D,

imitent les auxines et provoguent une croissance anormale des plantes (Grossmann, 2000).
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1.6 Effets des pesticides sur I’environnement

L’utilisation massive des pesticides entraine des impacts significatifs sur

I’environnement. Ceux-ci affectent la biodiversité, la qualité des sols, de 1’eau et de Iair.
1.6.1 Contamination des sols et de I’eau

Les pesticides peuvent persister dans les sols et s’accumuler au fil du temps, perturbant
I’activité microbienne et réduisant la fertilité des terres agricoles (Pimentel et Levitan, 1986).
Ils peuvent aussi s’infiltrer dans les nappes phréatiques ou étre transportés par ruissellement

vers les cours d’eau, contaminant ainsi les écosystémes aquatiques (Aktar et al., 2009).
1.6.2 Impact sur la biodiversité

Les pesticides affectent de nombreuses espéces non ciblées, notamment les pollinisateurs
comme les abeilles, dont le déclin est lié¢ a I’exposition aux néonicotinoides (Goulson et al.,
2015). s peuvent aussi perturber les chaines alimentaires et entrainer des désequilibres

écologiques.
1.6.3 Pollution de Pair

Certains pesticides volatils peuvent se disperser dans 1I’atmosphere et étre transportés sur
de longues distances, contribuant ainsi a la pollution de 1’air et a I’exposition indirecte des

populations humaines et animales (Van den Berg et al., 2020).
1.7 Effets des pesticides sur la santé humaine

Peu importe la nature du pesticide, son niveau et sa durée d’emploi, I’exposition aux

pesticides peut avoir des effets néfastes sur la sant¢ humaine (Mostafalou et Abdollahi, 2013).
1.7.1 Effets aigus

L’exposition aux pesticides aprés accident, ou a des niveaux élevés lors de certaines
pratiques professionnelles, expose I’individu a des symptomes aigus (Mostafalou et
Abdollahi, 2013). Les symptomes sont variés et vont des céphalées et vomissements aux

irritations cutanées et respiratoires. Les organophosphorés et les carbamates, parmi les
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molécules les plus toxiques dans ce groupe, ont des effets incapacitants pouvant mener a des

convulsions et paralysies (Baldi et al., 2003).
1.7.2 Effets chroniques

L’exposition aux pesticides a long terme, et notamment lors des situations de travail, n’est
pas moins préoccupante. Elle est suspectée dans le développement de maladies graves, parmi
lesquelles les cancers, les troubles endocriniens, les maladies neurodégénératives, dont la
maladie de Parkinson (Baldi et al., 2003). Des investigations récentes ont également mis en
¢vidence un risque potentiel pour les enfants d’ une exposition au pesticide et des conséquences

en matiere de troubles de la fertilité¢ (Garry, 2004).

2. Les néonicotinoides

2.1. Définition et utilisation

Les néonicotinoides (NN) forment une classe d’insecticides agissant spécifiquement sur
le systéme nerveux central des insectes. Introduits pour la premiére fois en 1991, ils se sont
imposés comme 1’un des groupes d’insecticides les plus largement utilisés a I’échelle
mondiale (David et al., 2007).

Utilisés principalement en agriculture pour la protection des cultures, ils sont également

employés par les particuliers et les professionnels pour lutter contre divers insectes nuisibles
a la santé humaine et animale. Leur succes repose en grande partie sur leur efficacité contre
les espéces résistantes a d’autres insecticides, ainsi que sur leur toxicité supposée plus faible

chez les mammiferes (Hataba et al., 2014).
2.2. Mode d’action

Les néonicotinoides agissent en se liant aux récepteurs nicotiniques de 1’acétylcholine
(nAChR) présents sur les cellules neuronales. Normalement, 1’acétylcholine, un
neurotransmetteur clé¢ de la transmission synaptique, est rapidement dégradée par I’enzyme
acetylcholinestérase apres avoir accompli son réle. Cependant, les néonicotinoides ne sont pas
dégradés par cette enzyme, ce qui provoque une stimulation continue des récepteurs. Cette
activation prolongée entraine une entrée excessive d’ions sodium dans les neurones,

provoquant une hyperexcitation neuronale (Jeschke et Nauen, 2008).
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A long terme, cette stimulation excessive perturbe le fonctionnement normal du systéme
nerveux central de I’insecte. Elle se manifeste par une paralysie due a un épuisement

énergétique, conduisant finalement a la mort de 1’insecte (Simon-Delso et al., 2015).

Dans ce qui suit, nous allons traiter le Thiaméthoxame appartenant a la famille des
néonicotinoides.

3. Le thiaméthoxame

3.1. Définition

Le thiaméthoxame (TMX) est un pesticide organique artificiel qui fait partie de la famille
chimique des néonicotinoides et de la catégorie des thianicotynils. La dénomination
systétmatique de la molécule est 3-(2-chloro-thiazol-5-ylméthyl).-5-méthyl-[1,3,5]-

oxadiazinan-4yli-dene-N-nitroamine(figure 02) (Green et al., 2005).

C'est une nouvelle molécule, mise au point durant les trois dernieres décennies, qui
suscite de l'intérét grace a sa capacité a combattre les insectes résistants a d'autres types
d'insecticides et, par ailleurs, a sa toxicite relativement faible pour les mammiferes, les oiseaux

et les poissons. (Bingham et al., 2007).

CH; NO,

SULE

Figure 02 : Structure chimique du thiaméthoxame. (Attia et Beghoura, 2020)
3.2. Mode d’action

Le mécanisme d’action repose principalement sur I’interaction avec le systéme nerveux
des insectes. En se liant de maniere irréversible aux récepteurs nicotiniques de l'acétylcholine
(nAChRs), il provoque une stimulation nerveuse continue qui conduit a la paralysie, puis a la

mort des organismes cibles (figure 03) (Green et al., 2005).

10
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Figure 03 : mécanisme d’action des récepteurs nicotiniques de 1’acétylcholine lorsqu’ils sont

exposés I’acétylcholine (a) et au thiaméthoxame (b) (Chang et al. 2013).
3.2.1. Effets sur la santé animale

Chez la souris, une exposition prolongée au thiaméthoxame a été associée a une augmentation
du risque de tumeurs au niveau du foie. Cette toxicité hépatique pourrait s’expliquer par des
mécanismes impliquant I’inhibition de certaines voies biologiques essentielles (Green et al.,

2005 ; Pastoor et al., 2005).

Une autre étude a montré que 1’exposition chronique au thiaméthoxame peut induire une
stéatose hépatique non alcoolique (NAFLD) chez la souris, notamment par la perturbation du
métabolisme de la méthionine, un acide aminé essentiel dans la régulation hépatique (Yang et

al., 2021).

3.2.2. Perturbations endocriniennes

Le thiaméthoxame agit également comme un perturbateur endocrinien chez plusieurs
especes. Chez le poisson, il interfére avec les axes hormonaux HPG (hypothalamo-hypophyso-
gonadique) et HPT (hypothalamo-hypophyso-thyroidien), entrainant des anomalies dans le
développement gonadique et des lésions histopathologiques (Zhu et al., 2019). Chez les
mammiferes, notamment chez la souris, il a ét¢ observé que le thiaméthoxame provoque un
stress du réticulum endoplasmique au niveau ovarien, ce qui affecte la maturation des ovocytes

et déclenche des processus apoptotiques (Liu et al., 2021).

11
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3.2.3. Effets chez les plantes

Bien que congu pour cibler les insectes, le thiaméthoxame présente ¢galement des effets
biologiques notables sur les plantes. En agriculture, il a ét¢ démontré qu’il favorise la
germination des graines de mais, méme en conditions compétitives avec les mauvaises herbes.
Ce phénomeéne serait da a 1’activation de la voie hormonale de 1’acide gibbérellique (GA) et a
I’inhibition simultanée de la biosynthése de 1’acide abscissique (ABA), deux phytohormones
jouant un role antagoniste dans la germination (Afifi et al., 2015). De plus, le thiaméthoxame
inhibe l'activité de l'ascorbate peroxydase, une enzyme antioxydante, ce qui pourrait

indirectement stimuler la croissance végétale (Barbosa et al., 2022).

I1. Généralités sur le foie

1.Anatomie du foie

Le foie est le plus gros organe viscéral du corps chez la plupart des mammiferes
(Drake et al., 2019). 11 présente une couleur rougeatre en raison de sa richesse en sang. Situé
sous le diaphragme et protégé par les cotes, il occupe la majeure partie de I’hypochondre droit

ainsi qu’une partie de 1’épigastre (Marieb et Hoehn, 2018).

Le foie présente deux surfaces distinctes : la surface diaphragmatique et la surface
viscérale. La surface diaphragmatique, lisse et convexe, est orientée vers ’avant, le haut et
’arriére, elle est en contact direct avec la face inférieure du diaphragme et en épouse la forme.
La surface viscérale, quant a elle, est tournée vers le bas et est en relation avec plusieurs organes
abdominaux. Elle est recouverte de péritoine viscéral, a I’exception de deux zones : la fosse de
la vésicule biliaire et le porta hepatis. Ce dernier constitue le hile hépatique, point d’entrée et
de sortie des structures vasculaires et biliaires du foie. Ces deux surfaces témoignent de
I’ancrage anatomique du foie au sein de la cavité¢ abdominale et de ses relations fonctionnelles

avec les organes voisins (Drake et al., 2019).

Le foie est constitué de plusieurs lobes distincts. Le lobe droit, le plus grand, occupe
la majeure partie de I’organe. Le lobe gauche, plus petit, est séparé du lobe droit par le ligament
falciforme. Sur la face viscérale, on distingue le lobe carré, situé entre la fosse de la vésicule

biliaire et la fissure du ligament rond, ainsi que le lobe caudé, placé en arriere du lobe carré,

12
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entre la fissure du ligament veineux et le sillon de la veine cave inférieure (Figure 04) (Moore

et al., 2020)

- Veines hépatiques

Veine cave inférieure

Lobe gauche
du foie

Hile du fole
ol passent:
* Veine porte hépatique —— g
* Antére hépatique propre
* Conduit hépatique commun

(c)

Figure 04 : Face postéro-inférieure du foie (Marieb et Hoehn, 2018).

1.2 Vascularisation du foie

La vascularisation du foie repose sur un double apport sanguin : environ 75 a 80 %
du sang provient de la veine porte hépatique, qui transporte un sang riche en nutriments mais
pauvre en oxygene issu du tube digestif, tandis que 20 a 25 % provient de 1’artére hépatique,
riche en oxygene. La veine porte nait de la réunion des veines mésentérique supérieure et
splénique, et chemine dans le ligament hépato-duodénal jusqu’au foie. L’artére hépatique
dérive du tronc cceliaque : on parle d’artére hépatique commune avant 1’origine de ’artére
gastroduodénale, puis d’artére hépatique propre, qui se divise en branches droite et gauche

irrigant les parties correspondantes du foie.

Ces vaisseaux se ramifient pour vasculariser les segments hépatiques selon la
classification de Couinaud. Le drainage veineux s’effectue par les veines centrales, qui se
jettent dans trois principales veines hépatiques (droite, moyenne et gauche) rejoignant la veine
cave inférieure sous le diaphragme, contribuant ainsi a la fixation du foie (figure 05) (Dalley

et Agur, 2023).

13
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Figure 05 : Foie in situ : systeme vasculaire et de conduit (Netter et Co, 2019)

2. Histologie du foie

Sur le plan microscopique, le foie est un organe complexe, dont la structure est
parfaitement adaptée a ses fonctions métaboliques, de détoxification et de synthese. Il est
composé principalement d’hépatocytes, cellules parenchymateuses disposées de maniere

organisée au sein d’unités fonctionnelles appelées lobules hépatiques (Marieb et Hoehn,
2018).

Le lobule hépatique représente 1’unité structurale de base du foie. Il s’agit d’une structure
de forme hexagonale centrée autour d’une veine centrale (ou veine centrolobulaire), vers

laquelle convergent des travées d’hépatocytes organisées radialement (Figure 06) (Marieb et
Hoehn, 2018).
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Figure 06 : Lobules hépatiques (Micheau et Hoa, 2012)

Les hépatocytes, disposées en cordons, sont séparées par des capillaires sinusoides
appelés sinusoides hépatiques, dilatés et fenestrés, ils reposent sur une lame basale discontinue
et sont entourés par des fibres de réticuline. Ces caractéristiques propres aux sinusoides
hépatiques permettent au sang de circuler lentement et d’échanger efficacement avec les
hépatocytes (Figure 07) (Marieb et Hoehn, 2018). La paroi des sinusoides contient aussi les
cellules de Kupffer, des macrophages résidents du foie qui participent activement a

I’immunosurveillance hépatique.
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Figure 07 : Structure du lobule hépatique (Frevert et al., 2011)
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Les sinusoides recoivent un sang issu de deux sources. D’une part, la veine porte
hépatique apporte le sang veineux riche en nutriments provenant de 1’intestin. D’autre part,
I’artére hépatique propre apporte un sang artériel oxygéné. Ce double apport sanguin se
mélange dans les sinusoides et permet aux hépatocytes de capter et de traiter les nutriments,
les toxines, les médicaments, et de produire de nombreuses protéines plasmatiques (albumine,

facteurs de coagulation...) (Marieb et Hoehn, 2018 ; Kierszenbaum, 2006).

Les hépatocytes constituent la cellule principale du foie et remplissent une grande
diversité de fonctions métaboliques, de détoxification et de synthese. Ils sont responsables de
la production de la bile, de la régulation du métabolisme des glucides, des lipides et des
protéines, ainsi que de la synthése de nombreuses protéines plasmatiques, comme 1’albumine
et les facteurs de coagulation. Leur cytoplasme riche en organites, notamment en réticulum
endoplasmique et en mitochondries, refléte cette intense activité biochimique (Kierszenbaum

et Tres, 2021).

Les surfaces apicales de deux hépatocytes adjacents présentent des sillons qui,
lorsqu’ils sont juxtaposés, forment les canalicules biliaires. Ces derniers sont scellés par des
jonctions serrées, permettant la sécrétion des composants de la bile. Les canalicules biliaires
sont des structures allongées, avec une lumiére trés étroite (0,5 a 1 um de diamétre). Leur
surface interne est augmentée grace a la présence de nombreuses microvillosités issues des

hépatocytes (Mescher, 2018).

Aux coins du lobule hépatique, on retrouve 1’espace porte (ou triade portale),
constitué de trois ¢léments fondamentaux : une branche de la veine porte (veinule porte), une
branche de D’artére hépatique (artériole hépatique), un canal biliaire interlobulaire. Ces
structures sont enchassées dans du tissu conjonctif lache, contenant également des vaisseaux
lymphatiques et des fibres nerveuses issues du plexus hépatique. Ce tissu forme un canal porte,
aussi appelé zone porte ou tractus porte. Il joue un role clé dans la distribution des fluides (sang,
bile, lymphe) et dans I’innervation du parenchyme hépatique (Kierszenbaum et Tres, 2021 ;

Marieb et Hoehn, 2018).
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3. Physiologie du foie

3.1 Métabolisme

Le foie joue un rdle essentiel dans le métabolisme des glucides, des lipides et des
protéines. Il régule la glycémie grace a la glycogénogenése, qui permet le stockage du glucose
sous forme de glycogene en période d’abondance énergétique, a la glycogénolyse, qui libére
rapidement du glucose a partir du glycogéne en cas de besoin accru comme le jeline ou
I’exercice (Rodwell et al., 2018), et a la néoglucogenése, qui produit du glucose a partir de
précurseurs non glucidiques comme le lactate, le pyruvate ou certains acides aminés,
notamment pour maintenir la glycémie en l'absence d’apport glucidique (Exton, 1972). Ces
processus sont régulés par des hormones telles que I’insuline et le glucagon, qui modulent les

enzymes du métabolisme glucidique (Van Den Berghe, 1991).

Dans le métabolisme lipidique, le foie facilite ’absorption des lipides via la bile,
capte les acides gras issus des chylomicrons et les transporte vers les hépatocytes (Trefts ef al.,
2017b). Ces acides gras sont utilisés comme source d’énergie par la f-oxydation (Pawlina et
Ross, 2018), convertis en corps cétoniques pour d’autres organes ou stockés sous forme de
triglycérides dans des VLDL libérés dans la circulation (Trefts ez al., 2017b). Le foie participe
¢galement a la synthése et au métabolisme du cholestérol, utilisé pour la production des sels

biliaires et des lipoprotéines (Pawlina et Ross, 2018).

Sur le plan protéique, il assure la synthese de la majorité des protéines plasmatiques,
dont I’albumine, les lipoprotéines (VLDL, LDL, HDL), les glycoprotéines (haptoglobine,
transferrine), les protéines de coagulation (prothrombine, fibrinogeéne) et diverses globulines
(Trefts et al., 2017b ; Pawlina et Ross, 2018). 11 contribue aussi a la dégradation des protéines
et au métabolisme des acides aminés, a la formation d’urée pour I’élimination des déchets

azotés, et a la production d’énergie via les cycles métaboliques (Trefts et al., 2017b).

Le foie intervient aussi dans le métabolisme de la vitamine D, Il 1a convertit en 25-
hydroxycholecalciférol, forme circulante majeure, qui sera ensuite transformée dans le rein en

1,25-dihydroxycholecalciférol, forme biologiquement active (Pawlina et Ross, 2018).
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3.2 Détoxification

Au-dela de ses fonctions métaboliques, le foie assure un rdle primordial dans le
processus de détoxification. En effet, de nombreux médicaments et toxines ne sont pas
hydrophiles ; ils ne peuvent donc pas étre €liminés directement de la circulation par les reins.
Grace a un large éventail d’enzyme, le foie a la capacité de modifier la structure chimique des
xénobiotiques lipophiles en augmentant leur solubilité dans 1’eau (Grant, 1991). Ce processus

de biotransformation s’effectue en deux phases :

- La phase 1 comprend 1’oxydation, la réduction et I’hydrolyse, catalysées par diverses
classes enzymatiques (Grant, 1991), principalement les cytochromes P450, elle a lieu
au niveau des hépatocytes (plus exactement dans le REL et la mitochondrie). La
protéine NADPH-cytochrome P450 réductase, forme prototypique des réductases
diflavines, joue un role central dans 1’activation du cytochrome P450 en transférant des
¢lectrons depuis le NADPH via ses flavines, d’abord le FAD puis le FMN, jusqu’au
centre hémique du P450. Cette cascade électronique permet la réduction et la rupture
caractérielle de la molécule d’oxygene, aboutissant a I’insertion d’un atome d’oxygene
dans le substrat (R—-H — R—OH), tandis que 1’autre atome d’oxygene est converti en

eau (figure 08) (Iyanagi et al., 2012)

Cytochrome P450 Cytochrome P450
: reductase :
NADPH + H* 'y /°\ (Ro e
= =3 - -

Plasma

@ membrane

Figuré 08 : Schéma de la catalyse du Systéme du cytochrome P450 (Pandian et al.,
2020)

La phase 2 ou conjugaison, va rendre le produit de la phase 1 encore plus soluble dans
I’eau grace a I’ajout de groupement hydrophiles (acide gluconique, glycine ou taurine) ce qui

va facilitera 1’élimination par les urines (Pawlina et Ross, 2018).
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Certaines enzymes impliquées dans la biotransformation des xénobiotiques, telles
que la xanthine déshydrogénase ou la catéchol-O-méthyltransférase, jouent également un réle
dans le métabolisme des composés endogenes. En revanche, d’autres enzymes comme
I’arylamine N-acétyltransférase ne semblent pas avoir de substrats naturels identifiés, ce qui
laisse penser qu’elles auraient évolué spécifiquement pour assurer la défense de 1’organisme

contre les substances chimiques extérieures (Grant, 1991).

Le foie assure aussi la production de la bile, un liquide indispensable a
I’émulsification et a I’absorption des lipides alimentaires. La bile contient des sels biliaires, des
pigments, du cholestérol et des électrolytes, qui participent a la solubilisation des graisses et

facilitent leur absorption au niveau de I’intestin gréle (Marieb & Hoehn, 2018).

1. Généralités sur les dystrophines

1.Définition

La dystrophine est une protéine appartenant a la famille des constituants du
cytosquelette submembranaire. Elle assure la liaison entre 1’actine intracellulaire et les
composants de la matrice extracellulaire. Cette connexion est essentielle a la stabilité et au bon
fonctionnement des cellules, en particulier des cellules musculaires. En effet, les mutations du
gene codant la dystrophine sont responsables de maladies musculaires graves telles que la

dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) et la dystrophie musculaire de Becker (BMD).

Le geéne codant pour la dystrophine constitue le plus long géne répertorié chez
I’humain, appelé géne DMD en relation avec la maladie de Duchenne. Ce geéne s’étend sur
environ 2,5 millions de paires de bases, représentant 0,1 % du génome humain et 1,5 % du
chromosome X, dont il provient. Les segments codants représentent 1% du gene (86 exons),
les 99% restant sont des introns, éliminés a I’épissage. L’ ARNm mature mesure environ 14 000
bases et s’exprime majoritairement dans le muscle squelettique et cardiaque, mais aussi, de
facon plus limitée, dans le cerveau (Muntoni et al., 2003). Elle est surtout présente sur la face
cytoplasmique du sarcolemme des fibres musculaires, avec une concentration accrue au niveau

des costameéres (le point d'ancrage des myofibrilles au sarcolemme) (Gao et McNally, 2015).
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2.Structure

La dystrophine de haut poids moléculaire correspond a la Dp427 (Dystrophine de 427
kDa), dotée d’un domaine N-terminal de liaison a I’actine et de plusieurs répétitions de type
spectrine, caractéristiques de la famille des protéines spectrine/a-actinine des globules rouges

(Blake et al., 2002). La dystrophine est ainsi composée de quatre régions principales :

I.  Domaine N-terminal : se lie directement a ’actine du cytosquelette intracellulaire;

II.  Domaine central "rod domain" composé de 24 répétitions en hélice a (type spectrine),
conférant a la protéine une structure flexible et allongée. Ce domaine est interrompu
par quatre régions charnieres, riches en proline;

III.  Domaine riche en cystéines : contient deux motifs EF-hand, pouvant lier le calcium
(Ca?") et un domaine ZZ, riche en cystéines, similaire aux doigts de zinc, capable de

lier la calmoduline en présence de calcium;

IV. Domaine C-terminal (COOH-terminal): Comporte deux régions en superhélice
(coiled-coil) impliquées dans les interactions protéine-protéine. Ce domaine permet
notamment la liaison avec la dystrobrévine et joue un réle dans 1’association avec la
syntrophine et d'autres protéines du complexe de protéines associ€es aux dystrophines

(figure 09) (Blake et al., 2002).

Dystrophin

1 10 e ool ol B DR ]

Figure 09 : Schéma de la structure de la dystrophine (Babbs et al., 2020). La
dystrophine compléte comprend le domaine de liaison a I'actine N-terminal (NTD), quatre domaines
charniéres (H), 24 répétitions de type spectrine (R) qui forment le domaine batonnet, le domaine riche
en cystéine (CRD) qui lie le complexe dystroglycoprotéique et le domaine C-terminal (CTD).

2.1 Isoformes des dystrophines

Le gene DMD présente une régulation transcriptionnelle caractérisée par la présence
de sept promoteurs distincts, chacun actif dans des cellules ou tissus spécifiques, pour produire

différentes isoformes de la dystrophine adaptée aux fonctions cellulaires. Les trois promoteurs
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dits « full-length » (Dp427Muscle, Brain, Purkinje) produisent la forme complete de 427 kDa,
trés similaire entre eux. En revanche, les autres promoteurs situés plus loin dans le geéne, initient
la transcription de formes plus courtes (Dp260, Dp140, Dpl116, Dp71), qui jouent des rdles
spécifiques dans la rétine, les nerfs périphériques ou les cellules gliales. Cette organisation
permet une adaptation fine de la fonction de la dystrophine selon les tissus (Figure 10)

(Sadoulet-Puccio et Kunkel, 1996).

A
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Figure 10 : A) Organisation du geéne de la dystrophine, situé dans Xp21. B) La

composition du domaine des différentes isoformes (Sadoulet-Puccio et Kunkel, 1996).

Ces isoformes plus courtes de la dystrophine se distinguent non seulement par leur taille,
mais aussi par leurs domaines fonctionnels conservés, essentiellement localisés au niveau des
régions riches en cystéines et des extrémités C-terminales de la protéine. Par exemple, Dp71,
majoritaire dans le cerveau et les cellules gliales, conserve ces domaines tout en perdant la

portion proximale de la molécule. De méme, Dpl116 est spécifiquement exprimée dans les
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cellules de Schwann au niveau des nerfs périphériques, notamment au niveau du nceud de

Ranvier (Tableau 1) (Sadoulet-Puccio et Kunkel, 1996).

Tableau 1 : Isoformes de la dystrophine (Sadoulet-Puccio et Kunkel, 1996).

Nom de Poids Localisation | Tissu(s) Exons utilisés Particularités
I’isoforme | moléculaire | du promoteur | spécifique(s)
(kDa)
Dp427M | 427 5’ du géne Muscle squelettique | Exon 1 Exprime la forme
(Muscle) (spécifique) + compléte dans le
exon 2 commun | muscle
Dp427B 427 ~90 kb en Cortex cérébral Exon 1 Quasi identique a
(Brain) amont de (spécifique) + Dp427M
Dp427M exon 2 commun
Dp427P 427 En aval de Cellules de Exon 1 Peu étudié, promoteur
(Purkinje) Dp427M Purkinje (cervelet) | (spécifique) + mal caractérisé
exon 2 commun
Dp260 260 Entre les Rétine Exon 1 propre + | Essentiel a la
exons 29 et exon 30 transmission
30 synaptique rétinienne
Dp140 140 Intron 44 Cerveau, reins Exon 1 (non Non exprimé dans
codant) + muscle, foie, rate, etc.
traduction des
exon 51
Dpll6 116 Entre les Nerf périphérique Exon 1 + exon Spécifique aux cellules
exons 55 et (sciatique) 56 de Schwann, réle au
56 nceud de Ranvier
Dp71 71 ~ 8 kb avant | Ubiquitaire (surtout | Exon 1 propre + | Isoforme courte,

exon 63

cerveau, cceur)

exon 63

dominante dans
cellules gliales, peu

dans muscle adulte
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3. Le complexe associé a la dystrophine

Le complexe dystrophine-protéines associées (DPC), correspond a un groupe de
protéines liant les dystrophines, ayant un role structural de lien entre la matrice extracellulaire
et le cytosquelette intracellulaire et également un réle majeur de signalisation cellulaire. Le

DPC est ainsi divisé en un sous-complexe structural et un autre signalétique (Figure 11) (Allen
et al., 2015).

(mér@sine) Matrice extracellulaire
ab
Cavéoline 3
NaV i /TRP
|
Dystrobrévine £ D Syntrophines
nNOS

nNOS

Dystrophine

F-actine | B I

Figure 11 : Le complexe des protéines associées a la dystrophine (Péréon et al., 2015)

3.1 Complexe structural

Le role structural du DPC consiste a protéger la membrane sarcoplasmique contre les
dommages liés a la contraction musculaire. Ce rdle repose sur une liaison mécanique entre le
cytosquelette sous-membranaire (notamment ’actine F) et la matrice extracellulaire via des
interactions entre la dystrophine, le complexe dystroglycanes et les protéines de la lame basale

comme la laminine (Allen et al., 2015).
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e Le complexe dystroglycane, constitu¢é des sous-unités o- (extracellulaire) et B-
dystroglycane (transmembranaire), établit un lien entre la lame basale (laminine,
agrine, perlecan) et le cytosquelette via la dystrophine. Le -dystroglycane phosphorylé
peut aussi recruter des protéines de signalisation intracellulaire (Allen et al., 2015).
D’aprés Johnson et al. (2013), il existerait trois types de complexes dystroglycane :

- Le complexe classique associé a la dystrophine (DPC),

- Un complexe avec Caveolin-1, impliqué dans les caveolaes (domaines
membranaires)

- Un complexe avec des canaux calciques, qui resterait fonctionnel méme en
l'absence de dystrophine, pouvant contribuer a la dérégulation calcique observée
dans les muscles dystrophiques.

e L’actine a interagit fortement avec la dystrophine via son domaine de liaison a 1’actine,
mais aussi via les domaines spectrines. Cependant, 1’absence provoquée de 1’actine o
n’entraine pas une dystrophie sévere, suggérant que d’autres structures filamenteuses
pourraient compenser (Allen et al., 2015).

e Les microtubules, organisés en un réseau particulier dans le muscle squelettique,
interagissent également avec la dystrophine. Ils jouent un rdle dans 1’organisation
intracellulaire (Golgi) et la signalisation cellulaire, notamment dans la production de
ROS (Especes Réactives de 1’Oxygene) et la localisation de la nNOS (Nitric Oxide
Synthase).

e Les filaments intermédiaires, notamment la desmine, assurent le lien entre les structures
contractiles et le sarcolemme dans le muscle squelettique. Associée a la kératine 19,
elle interagit avec la dystrophine, renforcant ainsi l'intégrité du complexe dystrophine-
protéines associées (DPC). D'autres protéines, comme la syncoiline et la desmusline
(synémine), peuvent également se lier au DPC, suggérant un rdle dans la stabilité
musculaire. La plectine, en particulier ses isoformes 1 et 1f, interagit a la fois avec la
dystrophine et les dystroglycanes. Son absence, combinée a celle de la dystrophine chez
la souris mdx, accentue le phénotype dystrophique, révélant son importance dans le
maintien du cytosquelette et de I’homéostasie métabolique musculaire (Allen et al.,

2015).

3.2 Complexe signalétique

Ce complexe est composé de six groupes principaux de protéines qui interagissent

entre elles et avec d'autres partenaires pour réguler des fonctions cellulaires essentielles.
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3.2.1 Sarcoglycanes

Les sarcoglycanes (SG) sont des glycoprotéines transmembranaires formant des
complexes tétramériques (a, B, vy et € SG) qui peuvent interagirent avec d’autres ¢léments du
complexe tel que le biglycan, les dystrobrevines et le sarcospan. L’absence d’une sous-unité
des SGs peut causer I’effondrement de tout le complexe et la présence de mutation sur leurs

genes provoque généralement des dystrophies musculaires (Allen et al., 2015).

3.2.2 Dystrobrevines

Les dystrobrévines sont des protéines apparentées a la dystrophine, avec plusieurs
formes recensées qui s’expriment différemment selon les tissus. Certaines formes sont riches
en sites de phosphorylation, ce qui suggére un role dans la régulation des interactions
protéiques liées au DPC. L’absence de dystrobrevin dans le tissu musculaire entraine une

dystrophie musculaire modérée chez la souris (Allen et al., 2015).

3.2.3 Syntrophines

Les syntrophines sont des protéines adaptatrices contenant des domaines PDZ
capables de fixer de nombreuses autres protéines. Elles sont essentielles pour organiser la
signalisation cellulaire a la membrane et peuvent liéer, entre autres, la NO synthase neuronale
(nNOS), les canaux ioniques, des kinases, etc. Bien qu’aucune mutation causant une maladie
musculaire humaine n’ait été identifiée, leur expression est modifi¢e dans plusieurs myopathies

(Allen et al., 2015).

3.2.4 Sarcospan (SSPN)

Le sarcospan est un membre de la famille des tetraspanines, Récemment, 1’analyse
multi-omique chez des souris mdx modélisant la dystrophie musculaire de Duchenne a révélé
que la surexpression de SSPN renforce les interactions entre le cytosquelette et la matrice
extracellulaire, améliorant ainsi les voies de mécanotransduction et la transmission de force

musculaire (McCourt et al., 2023)
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3.2.5 Intégrine a7p1

Cette isoforme de 1’intégrine joue un rdle dans la stabilisation de la membrane et la
signalisation. Elle renforce le lien avec la matrice extracellulaire par son interaction avec le
sarcospan. On a constaté une amélioration de I’état musculaire liée a son expression. Laminine-
111, un de ses ligands, présente un effet thérapeutique dans plusieurs modeles animaux (Allen

et al., 2015).
3.2.6 Biglycan

Le biglycan est un protéoglycane de la matrice extracellulaire, désormais reconnu
pour son role dans la signalisation cellulaire. Il interagit avec des cytokines (TGF-p, TNF-a),

des composants du complexe dystrophine-protéines associées (Allen et al., 2015).
4. Les utrophines

Les utrophines sont des protéines proches de la dystrophine, impliquées dans la stabilité
de la membrane musculaire. Elles sont exprimées dés le développement embryonnaire et
persistent a faible niveau chez 1’adulte. En cas de dystrophie musculaire de Duchenne, leur
surexpression pourrait compenser 1’absence de dystrophine, ce qui en fait une cible

thérapeutique prometteuse (Tinsley et al., 1996 ; Nguyen & Ellis, 2002).
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1. Matériels

Dans ce qui suit, on décrit toutes les étapes qui ont permis I’obtention des blocs de tissu
hépatiques pour les deux études histologique et immunohistochimique. Cependant on doit noter
que I’ensemble de ces étapes ont été réalisé précédemment (Année 2023). Il est important de
noter aussi que notre contribution a débuté a partir de 1’étape de confection des coupes du tissu
hépatique. Toute fois nous tenons a préciser que nous avons réalisé un stage au laboratoire
Anatomie pathologie du CHU de Tizi Ouzou sur une période de 30 jours, du 19 février au 20
mars 2025, ou nous avons acquis la pratique de préparation des blocs de tissus, les colorations
histologiques standards et méme spécialisé telle que la PAS, et enfin la maitrise de la technique

immunohistochimique enzymatique (immuno peroxydase).
L'expérimentation s’est déroulée dans plusieurs structures spécialisées :

e A l’animalerie de I’Université des Sciences et de la Technologie Houari Boumediene
(USTHB), ou les rats ont éte fournis par I’Institut Pasteur (Kouba, Alger). Aprés une

période d’acclimatation d’une semaine, les animaux ont été soumis a un traitement au

TMX.

e Au laboratoire de Neurochimie de la Faculté des Sciences Biologiques (USTHB), ou
la perfusion a été réalisée, les organes prélevés, puis les échantillons inclus en

cassettes pour la suite de 1’étude.

« Au laboratoire d’Anatomie-pathologie de I’Ecole Nationale Supérieure Vétérinaire

(ENSV) d’Alger, en charge de la réalisation des coupes histologiques.
e Au laboratoire Anapath du CHU Tizi Ouzou, ou nous avons réalisé la coloration PAS.

« Enfin, au laboratoire de Physiologie Animale de la Faculté des Sciences Biologiques
et Sciences Agronomiques de I’'UMMTO, ou I’examen immuno-histochimique (IHC)

et la prise des photos ont éte réalises.

1.1. Matériel biologique

Dans le cadre de notre étude, nous avons travaillé sur des rats adultes males et femelles,
ainsi que sur leur descendance, appartenant a la souche Wistar. Leur classification
taxonomique est présentée ci-apres :
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Tableau 2 : La position taxonomique du rat Wistar

Régne Animal Animal
Embranchement Vertébrés
Classe Mammiféres
Famille Muridés
Ordre Rongeurs
Genre Rattus
Espéece Norvegicus

1.1. Matériel non biologique

1.2.1 Produit testé

Le composé testé¢ dans cette étude est un insecticide dont la substance active, le
thiaméthoxame, est commercialisée sous le nom d’Actara® 25WG, (formulation contenant 25

% de thiaméthoxame).
1.2.2 Produits utilisés

Pour la réalisation de cette étude, nous avons utilis¢ divers produits, notamment un
anesthésiant (1’uréthane), du paraformaldéhyde a 4 % pour la fixation, une batterie d’alcools a
concentrations croissantes et décroissantes (100°, 95°, 70°), du xyléne, du Tween 20, le
Peroxydase Block, le Protein Block, des anticorps primaires et secondaire (HRP), de

I’hématoxyline, ainsi que de la résine Eukitt® pour le montage des coupes.
1.2.3 Matériels utilisés

Le matériel utilis¢é comprenait des ciseaux de dissection, une aiguille épicranienne, des
ciseaux a iris, des cassettes en plastique, des moules en métal, une plaque refroidissante, un
appareil d’enrobage, un microtome pour la coupe des tissus, un bain-marie, une plaque
chauffante, des lames et lamelles pour le montage, ainsi qu’un microscope photonique équipé

d’un appareil photo reli¢ a un ordinateur via le logiciel « Image View ».

2. Méthodes
2.1. Mise en lots des animaux

Dans le cadre de cette étude portant sur les effets du thiaméthoxame sur la structure et
I’organisation du tissu hépatique, un total de 24 rats adultes (12 males et 12 femelles), agés de

6 a 7 semaines et pesant entre 300 et 400 g, ont été utilisés. Ces animaux provenaient de
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I’Institut Pasteur d’Alger (centre d’élevage de Kouba) et ont été accueillis a I’animalerie de
I’USTHB, ou ils ont été soumis a une période d’acclimatation d’une semaine. Les conditions
environnementales étaient contrdlées : température ambiante comprise entre 20 et 25 °C,
humidité relative entre 30 % et 70 %, et alternance lumineuse de 12 heures de lumiére et 12
heures d’obscurité. Les rats étaient hébergés dans des cages métalliques et plastiques, avec un
acces libre a une alimentation séche sous forme de croquettes et a de 1’eau. L’entretien des

cages €tait assuré tous les trois jours, avec remplacement systématique de la liticre.

2.2. Préparation des lots de rats
Les rats ont été répartis de maniére homogene en 4 groupes de 3 individus chacun. IIs ont
ensuite été exposés au thiaméthoxame (TMX) par voie de gavage gastrique, selon différentes

doses, et ce, durant une période de 10 semaines selon le tableau suivant.

Tableau 3 : répartition des lots de rats selon le traitement au TMX

Lots Nombre de Dose administré
rats

Lot Témoins (non traité par le TMX) 3 1 ml/j d’eau du robinet

Lot DJA (dose journaliere admissible) 3 0,026mg/Kg du TMX + 1ml/J d’eau du
robinet

Lot NOAEL (dose sans effet nocif observable) 3 2.6 mg/kg du TXM + 1 ml/j d’eau
Lot NOAELx2 (double dose de NOAEL) 3 5,2mg/kg de TMX + 1ml/J d’eau du

robinet

Pendant les traitements, les animaux ont été croisés avec des femelles exposées au TMX.
Apres la mise bas, les animaux de la génération 1 (F1) ont été sacrifié a différents dges 20jours,

60jours et 90jours.

2.3 Perfusion intracardiaque et prélévement des organes

Les animaux ont été anesthésies par une injection intra-péritonéale d’uréthane a 25 % dilué
dans de I’eau distillée, a raison de 0,5 ml pour 100 grammes de poids corporel. Apres
anesthésie, les rats ont subi une perfusion intracardiaque, débutant par une solution saline de
NaCl a 0,09 %, suivie d’un fixateur a base de paraformaldéhyde (PAF) a 4 %.
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Les étapes de la perfusion sont les suivantes :

Introduction d’une aiguille épicranienne dans le ventricule gauche, dirigée vers 1’aorte

ascendante ;

e Incision de I’oreillette droite a 1’aide de ciseaux a iris, afin d’instaurer une circulation

ouverte permettant 1’évacuation des liquides injectés ;

e Injection de la solution saline pendant quelques secondes, jusqu’a ce que le liquide

sortant de I’oreillette droite soit clair, indiquant I’élimination compléte du sang ;

o Perfusion de la solution fixatrice (PAF 4 %) en un volume de 150 a 200 ml, a un debit

de 14 ml/min.

2.4. Post fixation du foie

La fixation est effectuée immédiatement apres la perfusion. Le foie est alors prélevé puis
immerg¢ dans une solution de paraformaldéhyde (2 a 3 minutes) afin de stabiliser et conserver
I’organe dans un état aussi proche que possible de 1’état vivant, en prévenant la dégradation
des protéines et des enzymes. Par la suite, le foie est transféré dans une solution de PAF a 4 %,

puis placé dans des cassettes d’enrobage selon les différents lots.
2.5. Techniques histologiques

L’étude histologique nécessite la réalisation de plusieurs étapes indispensables permettant
d’obtenir des coupes fines de 1’échantillon étudié. Le protocole appliqué dans le cadre de notre

¢tude se déroule comme suit :
2.5.1. Déshydratation et éclaircissement

La déshydratation vise a €liminer complétement I’eau contenue dans l’organe afin de
permettre 'imprégnation des tissus par la paraffine, cette derniére étant non miscible dans
I’eau. Cette étape est réalisée manuellement en plongeant progressivement 1’échantillon dans
des bains d’éthanol de concentrations croissantes (70 %, 90 %, puis 100 %), chacun pendant

30 minutes.

Ensuite on proceéde a I’éclaircissement en transférant I’organe dans deux bains de xyléne

d’une durée d’une heure chacun.
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2.5.2. Imprégnation

L’imprégnation a pour objectif d’éliminer les résidus d’alcool en faisant passer les organes
dans trois bains successifs de paraffine a 60 °C, durant 2 heures chacun. Le premier bain est
constitu¢ d’un mélange au méme volume de paraffine et de xyléne, tandis que les deux suivants

contiennent uniquement de la paraffine pure.
2.5.3. Inclusion ou enrobage

L’inclusion du tissu dans la paraffine permet la formation de blocs solides, indispensables a
I’obtention de coupes fines et homogenes. Elle consiste a verser une fine couche de paraffine
fondue dans des moules métalliques, puis a y placer I’échantillon hépatique au centre. La
cassette d’enrobage est ensuite positionnée sur le tissu, et de la paraffine liquide est de nouveau

ajoutée jusqu’a I’immersion compléte de 1’échantillon (figure 12).

Figure 12 : Machine a enrobage (originale 2025)

2.5.4. Réalisation des coupes

Les blocs de paraffine sont sectionnés a I’aide d’un microtome (Figure 13), produisant des
rubans de coupes trés fines d’environ 5 um d’épaisseur. Ces coupes sont d’abord déposées
délicatement dans un bain-marie (figure 14), puis récupérées a 1’aide de lames et laissées a

sécher sur une plaque chauffante (figure 14).
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Figure 14 : Bain marie et plaque chauffante (originale 2025).
2.5.5. Déparaffinage

Les lames ont ensuite été incubées dans une étuve a 60 °C pendant au moins deux heures,
afin de faire fondre la paraffine imprégnant les échantillons et ainsi faciliter les étapes de

coloration ultérieures.
2.5.6. Réhydratation

Contrairement a I’étape de déshydratation, cette phase consiste en un passage successif dans
deux bains de xyléne, suivi d’une réhydratation progressive dans des bains d’alcool a

concentrations décroissantes (100 %, 90 %, puis 70 %) (figure 15).
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Figure 15 : Batterie de la réhydratation. (Originale 2025)

2.5.7. Coloration

Le type de coloration utilisé dans notre étude est la coloration PAS (Acide Périodique de
Schiff), qui permet de mettre en évidence les glucides et mucopolysaccharides présents dans
les tissus. Elle colore en rose magenta les structures riches en polysaccharides, telles que le
glycogéne, les mucines ou la membrane basale, facilitant ainsi I’observation microscopique

fine de I’organisation cellulaire et tissulaire.
La coloration PAS se déroule selon les étapes suivantes :

e Oxydation des coupes dans une solution d’acide périodique (généralement a 0,5 %)
pendant 5 a 10 minutes, afin d’oxyder les groupements vicinaux hydroxyles en
aldéhydes.

e Ringage a I’eau distillée.

e Immersion dans le réactif de Schiff pendant environ 15 minutes, ce qui permet la
formation d’un complexe coloré magenta au niveau des structures contenant des
aldéhydes.

e Lavage a I’eau courante pendant 5 a 10 minutes pour révéler la coloration.

e Contre-coloration (facultative) avec I’hématoxyline de Mayer pendant 1 a 2 minutes,
pour visualiser les noyaux en bleu.

e Rincage, déshydratation, passage dans des bains d’éthanol a concentrations

croissantes, puis clarification au xyléne.
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2.5.8. Montage

Les coupes colorées sont montées entre lame et lamelle a I’aide d’une résine synthétique
(Eukitt®). Chaque lame est ensuite identifiée a 1’aide d’une étiquette. Cette étape permet

d’assurer la conservation des coupes histologiques sur le long terme (Figure 16).

Figure 16 : Montage des lames (2025)

2.6. Technique immunohistochimique

L’immunohistochimie (IHC) est une technique utilisée depuis plus de vingt ans en
histopathologie et cytopathologie. Elle a largement amélioré le diagnostic morphologique,
notamment dans les maladies cancéreuses. Elle repose sur la détection de protéines spécifiques
dans les cellules (cytoplasme, membrane ou noyau) grace a une réaction antigéne-anticorps.
Cette technique permet non seulement d’identifier des types cellulaires ou des marqueurs
tumoraux, mais aussi d’étudier I’expression de protéines impliquées dans des mécanismes

toxiques ou endocriniens, ce qui est particulierement utile en toxicologie expérimentale.
2.6.1. Protocole de réalisation de I’'immunohistochimie
2.6.1.1. Perméabilisation des membranes

Les coupes, apres déparaffinage et réhydratation, sont placées dans un milieu de saturation
contenant 0,1 % de Tween 20 dilué¢ dans un tampon phosphate (PBS-Tween20) pendant 15
minutes. Cette étape vise a limiter les liaisons non spécifiques entre les anticorps et les tissus,
et a favoriser une meilleure accessibilité des antigénes cibles, en 1’occurrence les dystrophines.
Les échantillons sont ensuite rincés deux fois avec du PBS (5 minutes par lavage) pour éliminer

I’exces de solution de démasquage.
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2.6.1.2. Délimitation des coupes

Les coupes sont délimitées a 1’aide d’un Dako-Pen afin de créer un puits permettant de

retenir les réactifs lors des incubations.
2.6.1.3. Blocage de P’activité de la peroxydase endogéne

Afin d’inhiber I’activit¢ de la peroxydase naturellement présente dans les tissus, les
¢chantillons sont incubés pendant 15 minutes dans une solution de blocage (Peroxidase Block).

Deux ringages au PBS (5 minutes chacun) suivent cette étape.
2.6.1.4. Blocage des sites non spécifiques

Pour éviter les liaisons non spécifiques des anticorps, les coupes sont traitées avec une
solution contenant 0,4 % de caséine dans le PBS pendant 15 minutes. Deux lavages au PBS (5

minutes chacun) sont effectués ensuite.
2.6.1.5. Incubation avec I’anticorps primaire

Les lames sont incubées toute la nuit a 4 °C avec un anticorps primaire polyclonal de lapin
dirigé contre les dystrophines. Aprés incubation, les exces d’anticorps sont ¢liminés par deux

lavages de 15 minutes chacun dans du PBS.

Figure 17 : Solutions peroxydase block et protein block (originale 2025)
2.6.1.6 Incubation avec ’anticorps secondaire

Les échantillons sont ensuite incubés pendant 30 minutes avec un anticorps secondaire anti-
IgG de lapin biotinylé a 0,1 % (Leica Biosystems, France) dilué¢ dans du PBS. Deux lavages de

15 minutes au PBS permettent d’éliminer les anticorps secondaires non fixés.
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2.6.1.7. Incubation avec la streptavidine-peroxydase

Avant la révélation, les coupes sont incubées pendant 30 minutes avec une solution de

streptavidine conjuguée a la peroxydase (0,1 % dans PBS), utilisée pour amplifier le signal.
2.6.1.8. Révélation chromogénique

Une solution DAB est préparée en mélangeant 1 ml du substrat avec 50 pL du chromogéne
DAB. Une goutte est déposée sur chaque lame : un précipité brun apparait rapidement au site
de liaison antigéne-anticorps. La réaction est stoppée au bout de quelques secondes par ringage

abondant a I’eau distillée afin d’éviter une coloration trop intense.
2.6.1.9. Contre-coloration

Une contre-coloration a I’hématoxyline a 0,1 % est appliquée pendant 5 minutes afin de

colorer les noyaux cellulaires. Elle est suivie d’un ringage a I’eau distillée.
2.6.1.10. Déshydratation et montage

Les lames sont successivement plongées dans des bains d’éthanol de concentrations
croissantes (70 %, 90 %, 100 %) puis dans deux bains de xyléne (1 minute chacun). Le montage

est réalisé a 1’aide du milieu Eukitt, avant de recouvrir chaque lame d’une lamelle.
2.6.1.11. Observation microscopique

Les lames sont observées au microscope optique a différents grossissements (X100, x400).
Le microscope est équipé d’une caméra connectée a un ordinateur, permettant la capture et

I’enregistrement d’images.
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Chapitre III Résultats et Discussion

1. Résultats Histologie

Cette partie présente les observations histologiques du foie (coloration PAS) chez le rat
Wistar apres une exposition au thiaméthoxame pendant 10 semaines a trois doses différentes
(DJA, NOAEL, NOAEL x 2), comparées a celles du groupe témoin, ainsi qu’a celles des
descendants de premiére génération a différents ages (20, 60 et 90 jours), issus de parents
traités.

1.1. Observations chez les Adultes

1.1.1. Les parents (F0)

L’analyse histologique chez les témoins révele une architecture lobulaire intacte du tissu
hépatique. A faible grossissement, les hépatocytes sont organisés en travées, disposés
radialement autour de la veine centro-lobulaire, qui présente un aspect régulier. A fort
grossissement, le cytoplasme des hépatocytes montre une coloration marquée, indiquant une
forte teneur en glycogéne. Les noyaux sont ronds, denses et centrés. Les sinusoides sont bien

délimitées, avec des membranes basales d’aspect fin et continu (Figure 18 A-A”).

Peu de differences sont observées chez le groupe DJA en ce qui concerne ’aspect général.
La veine centro-lobulaire conserve sa régularité de forme, avec des membranes basales bien
visibles, d’aspect 1égerement plus clair comparé au groupe témoin. Les noyaux des hépatocytes

paraissent significativement moins denses (Figure 18 B-B>).

Chez le groupe NOAEL, on observe une légere perte de régularité de la veine centro-
lobulaire, échancrée par endroits. On remarque également que la taille des hépatocytes semble

avoir diminué comparativement a celle des groupes témoin et DJA (Figure 18 C-C°).

Chez le groupe NOAELx2, la structure lobulaire apparait significativement altérée. A
faible grossissement, on constate une perte totale de la disposition radiaire des hépatocytes. En
outre, I’irrégularité de la veine centro-lobulaire est accentuée. Au niveau cellulaire, on peut
clairement observer une variét¢ d’anomalies, telles que la fragmentation du noyau et du
cytoplasme de la majorité des hépatocytes, ainsi qu’un cytoplasme d’aspect granuleux. On
observe également une pycnose nucléaire (condensation du noyau d'une cellule en mort

cellulaire, de certains noyaux) (Figure 18 D-D”).
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Figure 18: Coupes histologiques du foie chez les rats males (Génération FO parents) témoins
(A) et traités pendant 10 semaines au Thiaméthoxame : DJA (B), NOAEL (C) et NOAEL x 2
(D). Coloration PAS.

H : Hépatocytes, L : Lobule, VCL: Veines centrolobulaires, NH : Noyaux des hépatocytes,
MB : Membrane basale vasculaire, S : Sinusoides, CH: Cytoplasme Hépatocyte,

SLA : Structure lobulaire altérée, NF: Noyaux fragmentés , CF: Cytoplasme fragmentg,

CG: Cytoplasme granuleux, NP: Noyaux pycnotiques.
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1.1.2 Les descendants adultes de la premiére génération (F1 90j)

Chez les témoins, Au plus faible grossissement, les travées hépatocytaires sont bien
organisées autour de la veine centro-lobulaire et on observe au fort grossissement, des
hépatocytes présentant un cytoplasme intensément coloré au PAS, indiquant une forte teneur
en glycogene. Les noyaux sont ronds, denses et centrés. Les sinusoides sont bien délimitées,

avec des membranes basales d’aspect fin et continu (Figure 19 A-A”).

Chez le groupe DJA, peu de différences sont observées par rapport au groupe témoin.
L’aspect fin et continu des membranes vasculaires et renforcé a certains endroits et les noyaux

hépatocytaires sont Iégerement plus clairs (Figure 19 B-B>).

Chez le groupe NOAEL, I’analyse histologique met en évidence une perte de
I’organisation sinueuse habituelle des sinusoides, dont le cheminement devient plus droit et
rigide, suggérant une modification de I’architecture vasculaire hépatique. Par ailleurs, les
membranes plasmatiques des hépatocytes présentent des contours irréguliers et leur cytoplasme

apparait finement granuleux (Figure 19 C-C).

Chez le groupe NOAELx 2, On observe une désorganisation manifeste des travées
hépatocytaires et des contours des sinusoides, ces derniers ne convergent plus vers la veine
centro-lobulaire, rompant ainsi 1’organisation radiaire typique du lobule hépatique. Au fort
grossissement, on observe I’aspect granuleux du cytoplasme hépatocytaire, encore plus marqué

ici avec des noyaux décentrés (Figure 19 D-D).

39



Chapitre III Résultats et Discussion

Figure 19: Coupes histologiques du foie chez les rats males(Génération F1 J90) témoins (A)
et traités pendant 10 semaines au Thiaméthoxame : DJA (B), NOAEL (C) et NOAELx 2 (D).
Coloration PAS.

H : Hépatocytes, L : Lobule, VCL: Veines centrolobulaires, NH : Noyaux des hépatocytes,
MB : Membrane basale vasculaire, S : Sinusoides, CH: Cytoplasme Hépatocyte,

CG: Cytoplasme granuleux, ND: Noyaux décentrés.
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1.2 Chez les animaux 20j (F1)

Chez les témoins, la veine centro-lobulaire présente une forme réguliére avec des contours
lisses. On observe des hépatocytes, d’aspect polyédrique, organisés en travées. Les sinusoides
caractéristiques de la structure hépatique circulent entre les travées, au contact des hépatocytes,
et convergent vers la VCL. Au fort grossissement (x400), on observe des noyaux dense et

parfois double (binucléé) pour un seul hépatocyte (Figure 20 A-A’).

A I’image du groupe témoins, le groupe DJA 20j ne montre pas d’altérations significative.
La VCL conserve une forme globalement réguliere et les travées hépatocytaires sont intactes.

On notera tout de méme une coloration des noyaux moins foncés (Figure 20 B-B”).

Les différences se font plus significatives chez les groupes NOAEL et NOAELX2. Les
hépatocytes observes chez le groupe NOAEL affichent une taille réduite comparé au groupe
témoin et DJA (Figure 20 C-C’). Quant au groupe NOAELX2, la VCL vy perd sa régularite,
son contour parait moins lisse. On constate aussi, toujours chez le méme groupe, une dilatation

des sinusoides avec un élargissement des espaces intercellulaires (Figure 20 D-D?).
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Figure 20: Coupes histologiques du foie chez les rats males (Génération F1 J20) témoins (A)
et traités pendant 10 semaines au Thiaméthoxame : DJA (B), NOAEL (C) et NOAELx 2 (D).
Coloration PAS.

H : Hépatocytes, L : Lobule, VCL: Veines centrolobulaires, NH : Noyaux des hépatocytes,

S : Sinusoides, EP : Espace porte.
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1.3 Chez les animaux 60j (F1)

Chez les témoins, au faible grossissement, I’examen histologique révele des espaces porte
bien identifiable aux angles du lobule, contenant la triade classique composée de la veine porte,
de I’arteére hépatique et du canal biliaire, entourée d’un tissu conjonctif bien structuré. La veine
centro-lobulaire conserve une forme réguliere, contribuant a 1’aspect ordonné de 1’architecture
lobulaire. Au fort grossissement. Les hépatocytes présentent une forme réguliére, avec des
noyaux centrés et des membranes plasmatiques bien délimitées, marquées par une teinte plus
foncée (Figure 21 A-A’).

Chez le groupe DJA, au faible grossissement, la disposition en travées des hépatocytes est
clairement observable. La veine centro-lobulaire présente une morphologie réguliere et les
espaces portes sont toujours visibles aux coins des lobules, confirmant 1”intégrité générale de
la structure hépatique. Au plus fort grossissement, on remarque que les sinusoides sont bien
délimitées et légérement dilatées. En outre, les noyaux aplatis des cellules endothéliales
peuvent clairement étre observés. Les noyaux hépatocytaires apparaissent moins denses et

ponctués (Figure 21 B-B’).

Chez le groupe NOAEL, la coloration PAS est nettement moins marquée. Néanmoins, les
membranes plasmatiques et basales restent bien visibles. La veine centro-lobulaire présente
une forme moins réguliére, le cytoplasme des hépatocytes apparait granuleux, et les noyaux,
plus clairs (Figure 21 C-C°).

Chez le groupe NOAELX2, La structure lobulaire apparait globalement conservée, bien que
la veine centro-lobulaire ait perdu en régularité, avec des contours moins nets. Les hépatocytes
présentent des noyaux clairs, parfois parsemés, dont le contour est souligné par une teinte plus
foncée. Un a deux nucléoles sont parfois visibles au sein des noyaux. On observe également

un nombre important de cellules binuclées (Figure 21 D-D).
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Figure 21: Coupes histologiques du foie chez les rats males (Génération F1 J60) témoins (A)
et traités pendant 10 semaines au Thiaméthoxame : DJA (B), NOAEL (C) et NOAELx 2 (D).
Coloration PAS.

H : Hépatocytes, L : Lobule, VCL: Veines centrolobulaires, NH : Noyaux des hépatocytes,
S : Sinusoides, EP : Espace porte, TH: Travées hépatocytaire, NE: Noyaux endothéliaux des
sinusoides, HB: Hépatocytes binucléé.
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2. Résultats Immunohistochimie

En complément de 1’analyse histologique, une analyse immunohistochimique a été réalisée
afin d’explorer la présence et la distribution de la dystrophine dans le tissu hépatique de rats

soumis a un traitement au thiaméthoxame.
2.1. Chez les parents (F0) (figure 22)

Dans les tissus hépatiques des témoins, le marquage des dystrophines est positif au niveau
des régions périvasculaires. Les noyaux hépatocytaires présentent également un marquage au

niveau de la membrane nucléaire

Chez les animaux du groupe DJA, les noyaux et les vaisseaux sont toujours marqués. On

note I’apparition d’un marquage plus distinguable des membranes plasmiques des hépatocytes.

Chez le groupe NOAEL, le marquage revét un aspect pointillé autour des sinusoides, et les

noyaux sont plus intensément marques.

Chez le groupe NOAEL x2, on observe une baisse conséquente du marquage au niveau des

noyaux, tandis que le marquage vasculaire est fin et continu.
2.2. Chez les descendants adultes (F1, 90 jours) (figure 22)

Chez les témoins, le marquage est important et d’aspect homogeéne au niveau des noyaux.
Le marquage des membranes plasmiques des hépatocytes est discontinu, avec un aspect plus

épais sur certains cotés de la membrane.

Dans le groupe DJA, les observations sont trés semblables a celles des témoins, avec un
marquage intense et discontinu des membranes plasmique des hépatocytes, certains cotés étant
plus épais que d’autres. Le marquage des noyaux est hétérogéne, surtout concentré sur la

périphérie, au niveau de la membrane nucléaire.

Chez le groupe NOAEL, les résultats sont assez semblables a ceux du groupe DJA, a

I’exception d’un marquage plus important au niveau du cytoplasme des hépatocytes.

Enfin, chez le groupe NOAEL x2, les noyaux sont bien marqués, ce qui permet d’observer
une grande hétérogénéité dans les tailles et les formes des noyaux. Certains noyaux présentent

une
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Figure 22 : Distribution de la dystrophine dans des coupes histologiques du foie chez les
rats males (parents (FO) et adultes 90 (F1)) traités au thiaméthoxame aux doses suivantes :
dose journaliére admissible (DJA), NOAEL (N) et NOAEL x2 (Nx2). Grossissement : <400
MVS : membrane vasculaire des sinusoides MP: membrane plasmique, N : noyau.
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taille trés réduite, d’autres sont déformés ou méme fragmentés. A part cela, le marquage reste

toujours discontinu au niveau des membranes plasmiques.
2.3 Chez les animaux de 20 jours (figure 23)

Chez les témoins, le marquage est conséquent sur ’ensemble des membranes plasmiques
des hépatocytes. Le marquage des noyaux est plus faible, mais reste visible au niveau des

membranes nucléaires.

Dans le groupe DJA, un marquage membranaire et submembranaire important est

observé. Les noyaux paraissent bleus en raison de la contre-coloration.

Chez les animaux du groupe NOAEL, le marquage membranaire, qu’il soit plasmique ou

nucléaire des hépatocytes, est fin et globalement continu.

Enfin, dans le groupe NOAEL %2, on note peu de différences par rapport au groupe

précédent, si ce n’est un marquage plus intense des membranes vasculaires.
2.4. Chez les animaux de 60 jours (figure 23)

Chez les témoins, le marquage est net et continu au niveau des membranes vasculaires.

Les noyaux sont également bien marqués, surtout sur les membranes.

Dans le groupe DJA, en comparaison aux témoins, le marquage est plus important et
homogeéne dans le cytoplasme, tandis que les membranes et les noyaux sont moins

distinguables.

Chez les animaux du groupe NOAEL, un marquage conséquent est observe sur plusieurs
régions : les membranes plasmiques des hépatocytes, les régions submembranaires des

hépatocytes, ainsi que la périphérie des noyaux.

Enfin, dans le groupe NOAEL x2, le marquage est important au niveau des membranes
vasculaires et apparait homogéne dans le cytoplasme. Au niveau des noyaux, le marquage est

continu sur les membranes nucléaires et présente un aspect en pointillé a I’intérieur.
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Figure 23 : Distribution de la dystrophine dans des coupes histologiques du foie chez les rats
males agés de 20 jours et les rats agés de 60 jours, traités au thiaméthoxame aux doses
suivantes : dose journaliére admissible (DJA), NOAEL (N) et NOAEL x2 (Nx2).
Grossissement : <400

MVS : membrane vasculaire des sinusoides, MP: membrane plasmique, N : noyau.
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Tableau 4 : Evaluation approximative de 1I’expression et de la distribution des dystrophines

dans les structures histologiques du foie traité au thiaméthoxame

Groupe Génération FO 20j 60j 90j
Structure

Noyaux ++ ++ +++ +++

Témoins M plasmique ++ 4+ ++ -+

M vasculaire +++ +++ +++ ++

Noyaux ++ +++ + +4+

DJA M plasmique ++ 4 ++ +++

M vasculaire ++ ++ +++ ++

Noyaux +++ ++ ++ 4+

NOAEL M plasmique + +++ ++ +++

M vasculaire ++ ++ ++ 4+

Noyaux + ++ ++ +++

NOAELx2 M plasmique + ++ + ++

M vasculaire +++ +++ +++ ++
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3. Disscussion

L’¢tude histologique du foie des rats Wistar exposés au thiaméthoxame (TMX) a
différentes doses a montré des altérations structurales du tissu hépatique notamment chez le
groupe NOAELX2. A cela s’ajoute I’étude immunohistochimique, qui a révélé une expression
et une distribution différente des dystrophines selon la dose a laquelle ’animal a été exposé.
Dans cette partie, nous allons discuter nos résultats en corrélation avec les données de la

littérature scientifique traitant du méme sujet.
3.1 Effet du Thiaméthoxame sur I’histo-physiologie hépatique

L’histologie de base du foie présente une structure lobulaire organisée autour d’une veine
centrolobulaire. De grandes cellules polygonales, les hépatocytes, sont disposées en travées
rayonnant vers cette veine. Entre ces travées circulent des sinusoides, ou le sang est filtré. Aux
angles du lobule se trouvent les espaces portes, contenant une branche de la veine porte, de

I’artére hépatique et un canal biliaire.
3.1.2 Effet direct du Thiaméthoxame sur I’Histo-physiologie hépatique des parents

L’étude histologique des rats exposés a la dose DJA a révélé peu de différence avec
I’organisation hépatique normale, la structure lobulaire est sauvegardée et aucune altération
significative n’est observé. En effet, la dose DJA est généralement considérée comme sans effet
significatif sur les hépatocytes. Ces résultats concordent avec ceux rapportés par Khaldoun-
QOularbi et al. (2017), qui n’ont observé aucun changement notable dans la structure ou la

fonction de ces paramétres hépatiques chez des rats Wistar males traités avec cette dose.

En revanche, des altérations notables sont rapportées dés la dose NOAEL. Okle et al.
(2017) décrit une fibrose de la veine centrolobulaire ainsi qu’une atrophie lobulaire chez des
lapins traités au TMX a raison de 250 mg TMX/kg p.c. pendant 90 jours. Ces résultats
concordent avec la perte de régularité de la veine centrolobulaire et la diminution de la taille

des hépatocytes que nous avons observées a travers la coloration PAS dans le groupe NOAEL.

Par ailleurs, les résultats observés dans le groupe NOAEL X 2, qui incluent la
fragmentation nucléaire et cytoplasmique des hépatocytes, un cytoplasme d’aspect granuleux
et une pycnose nucléaire, sont confirmés par les observations de Shalaby et al., (2010). En

effet, les données histopathologiques recueillies par ces auteurs chez des rats albinos traités au
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TMX a raison de 156,3 mg/kg montrent un gonflement des hépatocytes, une dégénérescence
hydropique (accumulation excessive d’eau dans le cytoplasme des hépatocytes), une
chromatolyse, une pycnose nucléaire, une nécrose focale ainsi qu’une karyorrhexis
(fragmentation des noyaux). Ces altérations traduisent des dommages cellulaires profonds, tres
probablement liés au stress oxydatif induit par le thiaméthoxame. L’étude menée par Alsadee
et al. (2024) a montré que 1I’exposition du rat Wistar au thiaméthoxame entraine une production
excessive d’especes réactives de 1’oxygeéne (ROS) dans le foie, mise en évidence par une
augmentation des niveaux de TBARS (substances réactives a 1’acide thiobarbiturique) et de
H20:, ainsi qu’une diminution du glutathion (GSH) — un antioxydant essentiel. Ces
déséquilibres déclenchent une péroxydation lipidique, qui altére gravement les membranes
cellulaires des hépatocytes, ce qui les rend perméables et engendre le gonflement hydropique,

suivi de la lyse membranaire et de la nécrose focale.

Outre les observations histologiques, des perturbations biochimiques ont été relevées par
Hataba et al. (2014), notamment une élévation des taux sériques des enzymes hépatiques ALT
et AST avec un effet dose-dépendant. La présence de ces enzymes en quantités importantes
dans le sang suggere des 1ésions des cellules hépatiques. La méme étude a également mis en
évidence une diminution des taux de protéines totales et d’albumine, ce qui pourrait s’expliquer

par une altération de la fonction de synthese du foie.

3.1.3 Effet indirect du Thiaméthoxame sur I’Histo-physiologie hépatique des

descendants de premiére génération.

Les résultats de notre étude révelent que 1’exposition parentale au thiaméthoxame (TMX)
entraine des altérations notables au niveau hépatique chez les descendants de premiére
génération, méme en l'absence d'exposition directe de ces derniers a I’insecticide. Ces
observations soulignent des effets transgénérationnels possibles du TMX, rejoignant des
travaux antérieurs ayant évoqué la transmission des effets toxiques des néonicotinoides par les

gametes (OKkle et al., 2017 ; Zuscikova et al., 2023).

Les anomalies histologiques observées chez les descendants, notamment la fibrose
centrolobulaire, la désorganisation des travées hépatocytaires, la présence accrue de noyaux
binucléés, ainsi que la dilatation des sinusoides, sont comparables a celles décrites chez les
parents traités. Ces résultats suggerent que le TMX pourrait induire des modifications

persistantes du patrimoine génétique ou épigénétique transmis a la descendance. En effet,
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plusieurs auteurs ont mis en évidence 1’implication de microARNSs, de méthylations aberrantes
de I’ADN ou encore de modifications des histones comme vecteurs potentiels des effets
transgénérationnels des substances toxiques. La circulation placentaire et 1’allaitement
maternel pourrait également constituer des voies de transmissions, dans la mesure ou les
femelles ont été traités au TMX pendant toute la durée de la gestation, du post-partum et

jusqu’au sevrage des descendants (Nicolella et de Assis, 2022).

L’intensité atténuée de la coloration PAS au niveau hépatique des descendants, en
particulier ceux issus des groupes NOAEL et NOAELX2, témoigne vraisemblablement d’une
altération du métabolisme du glycogeéne. Cela pourrait résulter d’un stress métabolique
hépatique chronique, transmis indirectement par les altérations induites chez les parents

exposés au TMX.

3.2 Effet du Thiaméthoxame sur I’expression et la distribution des dystrophines au

niveau de la structure Hépatique.

Nos résultats confirment la présence des dystrophines au niveau hépatique, comme cela
avait déja été décrit dans plusieurs études (Bedossa et al., 2002). Les dystrophines, bien que
principalement étudiées dans le muscle squelettique et cardiaque, sont également exprimée
dans le foie, notamment 1’isoforme Dp71, ou elles participent au maintien de la stabilité
membranaire des hépatocytes et des jonctions intercellulaires (Alnassar et al., 2023). Ce role
structurel contribue a préserver 1’intégrit¢ du parenchyme hépatique face aux contraintes

mécaniques et métaboliques.

Chez les animaux exposés au thiaméthoxame (TMX), nous avons observé une baisse
d’expression des dystrophines au niveau du tissu hépatique a savoir les membranes
plasmatiques des hépatocytes, les lames basales vasculaires et les membranes nucleaires Une
telle perturbation peut fragiliser les hépatocytes et les rendre plus sensibles aux agressions
chimiques et au stress oxydatif. Cette hypothese est appuyée par les travaux de Bedossa et al
(2002), qui avaient montré que les anomalies de I’expression des protéines du complexe

dystrophine-dystroglycane favorisent la survenue de fibrose hépatique.

La baisse d’expression ou la redistribution anormale des dystrophines induite par le TMX
pourrait ainsi étre un des mécanismes expliquant les lésions observées, telles que la

désorganisation des travées hépatocytaires, la fibrose centrolobulaire ou encore la dilatation
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des sinusoides. Par ailleurs, ces modifications pourraient résulter d’un stress oxydatif induit
par le TMX, qui endommage les protéines membranaires et cytosquelettiques, comme cela a

¢té suggéré dans d’autres modeles d’exposition a des néonicotinoides (Zuscikova et al., 2023).
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Conclusion et perspectives

Dans le cadre de notre travail, nous nous sommes intéressés a I’impact subchronique du
Thiaméthoxame, insecticide néonicotinoide, sur I’organisation structurale du foie des rats
Wistar adultes et en développements post natale ainsi qu’a I’expression et la distribution d’une

protéine du cytosquelette sub-corticale, les dystrophines.

Nos résultats ont montré que 1’exposition au thiaméthoxame, notamment a des doses
¢levées (NOAEL et NOAEL x 2), induit des altérations histologiques significatives du
parenchyme hépatique notamment chez le groupe d’animaux adultes exposés directement (FO)
ou indirectement (F1-90J) a des doses ¢levées surtout dans le cas du groupe NX2. Parmi ces
1ésions figurent la dégénérescence des hépatocytes qui apparaissent avec des noyaux et méme
du cytoplasme fragmenté, les altérations des veines centro-lobulaires et la désorganisation des
lobules hépatiques, susceptibles de compromettre les fonctions métaboliques et de
détoxification de cet organe. De méme, les animaux de la F1 issus de parents traités au TXM
semble étre affecté probablement par la transmission du pesticide des parents soit par les
gametes lors de la reproduction, le milieu intra-utérin durant la gestation ou par le lait maternel

pendant I’allaitement.

Par ailleurs, 1’évaluation immunohistochimique de la distribution des dystrophines au
niveau du tissu hépatique a mis en évidence des modifications de leur expression et leur
distribution sous I’effet du thiaméthoxame. Cette redistribution pourrait refléter des
mécanismes adaptatifs ou pathologiques visant & maintenir ’intégrité¢ tissulaire dans un

contexte de stress oxydatif et d’altérations structurelles.

Ces résultats ouvrent des perspectives intéressantes pour de futures recherches,

notamment :

-L’exploration de la capacité¢ de régénération du foie apreés 1’arrét de 1’exposition au

thiaméthoxame

-La mise en ceuvre de techniques de quantification immunohistochimique, permettant

d’évaluer de fagon plus précise les modifications de 1’expression des dystrophines

-Des études de toxicité chronique pour évaluer et prévenir les risques potentiels chez I’homme

en cas d’exposition prolongée.
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En somme, ce travail contribue a enrichir les connaissances sur les effets hépatiques du
thiaméthoxame et met en lumiére la nécessité de mieux encadrer 1’'usage de ce pesticide, au
regard des risques qu’il pourrait représenter pour la santé, notamment celle des générations

futures.
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