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Résumé

Cette étude vise a comparer les effets de I’insecticide chimique I’Imidaclopride, vis-a-vis au
bioinsecticide commercial I’ Azadirachtine provenant de /’Azadirachta indica et 1’extrait aqueux
de I’ail, sur plusieurs paramétres physiologiques chez le rat Wistar male. 56 rats males ont été
répartis en sept groupes, le groupe GI servant de témoin. Les groupes G2 et G3 ont recu
respectivement 1/30 et 1/15 de DLsy de I'Imidaclopride. De méme, les groupes G4 et G5 ont été
exposés a 1/30 et 1/15 de la DLsy d'Azadirachtine, tandis que les groupes G6 et G7 ont été traités
aux mémes doses1/30 et 1/15 de la DLsy de l'extrait aqueux d'ail dans I’alimentation pendant 6
semaines. Les résultats réveélent que le traitement par les pesticides utilisés n’a induit aucun
changement significatif du poids corporel des rats par rapport au groupe témoin. Une diminution
significative des globules rouges, globules blancs, hémoglobine et hématocrite chez les rats
exposés a I’Imidaclopride par rapport au groupe témoin. Le méme résultat a été observé dans
I’activité enzymatique (ALAT, ASAT, PAL) de la fonction hépatique chez les groupes traités par
I’Imidaclopride ainsi que la concentration de ’albumine et la protéine totale comparés au groupe
témoin. Concernant la fonction rénale, nous avons enregistré une diminution de la masse absolue
du rein chez le groupe traité par les deux doses du pesticide chimique utilis¢ et la forte dose de
I’ Azadirachtine et des changements significatifs dans les marqueurs rénaux, tels que I'urée et la
créatinine chez les rats traités par I’Imidaclopride et la dose forte de I’ Azadirachtine Il n'y a eu
aucun changement notable observé dans les groupes ayant regu I'extrait aqueux d'ail par rapport
au groupe témoin. Pour I’effet reprotoxique, il a ét¢ démontré que I’Imidaclopride a provoqué
une diminution significative de la masse testiculaire, de la concentration et de la mobilité ainsi
que la wvitalit¢ des spermatozoides toujours comparé au groupe témoin. Des variations
significatives sont également observées dans la vélocité du sperme, chez les rats traités surtout
les pesticide chimique utilisé comparé au groupe témoin. Concernant les marqueurs du stress
oxydant, nous révélons surtout une augmentation significative du malondialdéhyde (MDA), dans
le foie et le testicule des rats traités a 1’'Imidaclopride et la forte dose de I’Azadirachtine,
accompagnée d’une diminution du glutathion tissulaire (GSH) et de Dlactivit¢é de I’enzyme
antioxydante glutathion peroxydase (GPx). Aucun changement n'a été enregistré concernant les
résultats des parametres hématologiques, le stress oxydant et les parametres hépatiques chez les
rats traités par I'extrait aqueux de l'ail et 1’Azadirachtine. Les résultats de cette étude plaident en

faveur d’une approche réfléchie dans I'utilisation des pesticides utilisés en agriculture, mettant



en évidence la nécessit¢ de promouvoir des alternatives plus sures et durables tels que les
biopesticides d’origine végétale.
Mots-clés : Imidaclopride, Azadirachtine, extrait aqueux de I’ail, activité hépatique, activité

rénale, paramétres de la reproduction, stress oxydant.



Abstract

This study aims to compare the effects of the chemical insecticide Imidacloprid with the
commercial bioinsecticide Azadirachtin from Azadirachta indica and aqueous garlic extract on
various physiological parameters in male Wistar rats. Fifty-six male rats were divided into seven
groups, with Group G1 serving as the control. Groups G2 and G3 received 1/30 and 1/15 of the
LD50 of Imidacloprid, respectively. Similarly, Groups G4 and G5 were exposed to 1/30 and 1/15
of the LD50 of Azadirachtin, while Groups G6 and G7 were treated with the same doses of 1/30
and 1/15 of the LD50 of aqueous garlic extract in their diet for 6 weeks. The results reveal that
treatment with the pesticides did not induce any significant changes in the rats' body weight
compared to the control group. However, a significant decrease in red blood cells, white blood
cells, hemoglobin, and hematocrit was observed in rats exposed to Imidacloprid compared to the
control group. The same result was observed in the enzymatic activity (ALAT, ASAT, PAL) of
liver function in groups treated with Imidacloprid as well as the concentration of albumin and
total protein compared to the control group. Regarding renal function, a decrease in absolute
kidney mass was recorded in the group treated with both doses of the chemical pesticide and the
high dose of Azadirachtin, along with significant changes in renal markers such as urea and
creatinine in rats treated with Imidacloprid and the high dose of Azadirachtin. No notable
changes were observed in groups receiving aqueous garlic extract compared to the control group.
For the reproductive toxicity effect, it was demonstrated that Imidacloprid caused a significant
decrease in testicular mass, sperm concentration and mobility, as well as sperm vitality compared
to the control group. Significant variations were also observed in sperm velocity in rats treated
with chemical pesticides compared to the control group. Regarding oxidative stress markers, a
significant increase in malondialdehyde (MDA) was mainly observed in the liver and testicle of
rats treated with Imidacloprid and the high dose of Azadirachtin, accompanied by a decrease in
tissue glutathione (GSH) and glutathione peroxidase (GPx) antioxidant enzyme activity. No
changes were recorded in hematological parameters, oxidative stress, and liver parameters in rats
treated with aqueous garlic extract and Azadirachtin. The results of this study advocate for a
thoughtful approach in the use of pesticides in agriculture, highlighting the need to promote safer

and more sustainable alternatives such as plant-based biopesticides.

Key-words: Imidacloprid, Azadirachtin, aqueous garlic extract, hepatic activity, renal activity,

reproductive parameters, oxidative stress.
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INTRODUCTION

La protection des cultures contre les ravageurs et les maladies est un défi crucial en agriculture.
Historiquement, cette protection a largement reposé sur l'usage de produits chimiques contenus
dans des pesticides. Au fil du temps, 1'emploi massif de ces substances, efficaces et abordables, a
permis d'accroitre les rendements, de réduire les pertes liées aux parasites et de garantir la
sécurité alimentaire (Mybeck et al, 2017). Environ 350 types de pesticides différents sont
répertoriés comme ¢€tant utilisés dans l'agriculture. Ce secteur joue un réle primordial dans le
développement socio-économique mondial, employant plus de 40 % de la population active, dont
plus de 52 % en Afrique et en Asie (Momagri, 2016). Les pesticides sont utilisés en agriculture
pour protéger diverses especes végétales en détruisant les champignons, bactéries, les mauvaises
herbes et les insectes (Richard, 2010) ainsi que différents ravageurs de plantes et arbres

(Laurin, 2007).

Les traitements par les pesticides, bien qu'apportant des avantages notables, sont remis en cause
en raison de leur toxicit¢é pour l'utilisateur, la résistance émergente, et la contamination
environnementale par les résidus. Face a l'accroissement de ces préoccupations, un arsenal
législatif et réglementaire a €té mis en place a plusieurs niveaux. Il s'agit d'accompagner
I'évolution des pratiques agricoles pour assurer une meilleure sécurité et gestion des produits
(Ferroukhi et al., 2022). La mise en évidence de leurs effets néfastes sur la santé humaine et
I’environnement a été prouvée par plusieurs recherches de haut niveau (Blanchoud, 2011).
Citant que plusieurs €tudes indiquent que certains pesticides pourraient provoquer des anomalies
du développement embryonnaire (malformations, retard de croissance et de développement),
I’avortement spontané, la prématurité, la diminution de la fertilité, I’infertilité, la diminution de
la production des spermatozoides et pouvant aussi affecter leur mobilit¢ (Ouchebbouk &
Zibani, 2015). Outre, une étude menée de 1999 a 2001 par I'Inserm (Institut national de la
santé et de la recherche médicale) a montré que le risque de développer la maladie de
Parkinson est multiplié par 1,9 chez les personnes exposées aux pesticides agricoles pendant plus
de 15 ans (Goutille, 2022). Plusieurs pesticides ont été identifiés comme étant cancérigénes,
comme les lymphomes, la leucémie ainsi que le cancer des tissus conjonctifs, du cerveau et de la
prostate sont les plus rencontrés lors de I’exposition prolongée aux pesticides (Palmieri, 2021).

D’autres recherches tendent & démontrer les risques accrus entre Iutilisation des pesticides et le
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cancer du rein et du cerveau ainsi que la leucémie chez les enfants d’agriculteurs, et chez surtout

les utilisateurs professionnels de pesticides (Baldi, 2021).

L’ensemble de la population peut étre exposé aux résidus de 1'usage de ces produits, a travers

I’alimentation et/ou de I’environnement (Pascale & Laborde, 2020).

Parmi les pesticides chimiques les plus utilisés dans la région de I’est algérien, nous citons la
famille des Néonicotinoides qui sont des insecticides systémiques largement utilisés dans
l'agriculture pour protéger les cultures et les arbres fruitiers contre les ravageurs (Blottiere,
2020). Ils sont classés en cinq sous-familles : la clothianidine, 1'lmidaclopride, le thiaméthoxame,
l'acétamipride et le thiaclopride (Bettiche et al, 2023). La nocivité des néonicotinoides a été
¢tablie de maniére incontestable par plusieurs recherches substantielles s'étalant sur les 25
dernicres années. 11 a ét¢ démontré que les néonicotinoides présentent une toxicité aigu€, méme a
des faibles concentrations d'exposition, mais leur impact s'étend également aux effets sub-létaux,

sur le systéme immunitaire, la perturbation de la reproduction (Woodcock et al., 2017).

En téte de liste, nous trouvons I’insecticide utilis¢é dans cette étude 1’Imidaclopride, un des
insecticides systémiques les plus utilisés dans le monde. Il est souvent utilis¢é comme traitement

de semence, particulierement pour le mais, le tournesol et le colza (Aureille, 2020).

Les effets de I'Imidaclopride sur les oiseaux a été¢ démontré (Millot et al., 2017). D’autres études
ont démontré des impacts, notamment I'empoisonnement des oiseaux par cet insecticide (Moser
et al, 2015). Ces résultats sont soutenus par des publications mettant en évidence les effets
potentiels de 1'Tmidaclopride sur 1'homéostasie des hormones thyroidiennes et la reproduction
(Pandey et Mohanty, 2015). Encore une autre recherche a prouvé que le traitement chronique
par 1'Tmidaclopride a une dose de 8 mg/kg peut causer des perturbations séveres dans le systéme
reproducteur des rats males, avec une morphologie anormale des spermatozoides et une

diminution de la motilité¢ des spermatozoides (Sevim et al., 2023).

Encore plus, I'effet sur la fonction de reproduction a prouvé que l'exposition subchronique a
I'Tmidaclopride peut provoquer une diminution des niveaux de glutathion dans les organes

reproducteurs males des rats (Tariba Lovakovicet al., 2021).
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Plusieurs études ont prouvé les effets a long terme du traitement a 1'Imidaclopride chez les rats,
sur les enzymes hépatiques et les modifications histopathologiques, réveélent des modifications
significatives du profil biochimique, indiquant des altérations métaboliques et des lésions
hépatiques accompagnées d'inflammation ou de nécrose chez les animaux traités. Des
changements histopathologiques notables ont également été observés dans le foie des rats males
et femelles suite au traitement a 1'lmidaclopride (Vohra & Khera, 2015 ; Toor et al., 2013 ;
Saadi et al., 2012).

D’autre études sur le profil du stress oxydant ont montré que l'exposition a 1'Imidaclopride peut
entralner une augmentation de la peroxydation lipidique, avec une augmentation du
malondialdéhyde (MDA) dans les testicules des rats (Bal ef al.,, 2012). Cette augmentation du
MDA a été corrélée a une réduction des niveaux de glutathion réduit (GSH) et de glutathion
peroxydase (GPx) au niveau du foie et des organes reproducteurs males des rats (Tariba

Lovakovié et al., 2021),

En ce qui concerne la néphrotoxicité, des dommages des reins chez les rats exposés a
I'ITmidaclopride pendant une période subchronique ont ¢été observés (Srivastava, 2010),

confirmant la potentialité néphrotoxique de cette substance.

Notant que l'usage des plantes indigénes dans la conservation des récoltes a été pratiqué avant
méme l'apparition des insecticides de synthése. Les plantes sont utilisées contre les ravageurs
pour leurs effets répulsifs, de contact ou fumigeant. Paul & Pollard en 2009, précisent que
l'efficacité des plantes est différente entre les feuilles entieéres ou réduites en poudre et les graines
dans le contrdle de Callosohruchus maculatus et Zahrotes suhfasciatus (Boheman), (Badiga, et
al 2014). Leur application dans la protection des stocks et des cultures a fait I'objet de nombreux
travaux. Leur toxicité s'exprime de différentes manicres : activités ovicide, larvicide, fongicide,

acaricide.... (Regnault-Roger, 2008).

A partir des vingt derniéres années, 1’utilisation des plantes a effet pesticide a revu le jour, et des
extraits de certaines plantes a pouvoir pesticide sont utilisées pour leurs activités de contact et
inhalatrice. Les bénéfices potentiels pour l'agriculture et la santé publique utilisant des

biopesticides sont considérables. L'intérét pour les biopesticides repose sur les avantages associés
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a ces produits qui sont moins nocifs et moins toxiques que leurs homologues chimiques. Congu
pour n'affecter que les organismes nuisibles ou dans certains cas, quelques organismes cibles,
souvent efficaces dans de petites quantités et se décomposent souvent rapidement, de ce fait
résultant en des expositions plus faibles et en évitant largement les problémes de pollution et

lorsqu'il est utilisé contre les ravageurs, (Gupta, & Dikshit, 2010).

Nous rappelons qu’il a été cité dans une publication récente que les pesticides d’origine naturelle
qui auraient un moindre impact environnemental suscitent un intérét majeur. Parmi eux,
I’Azadirachtine, commercialisée sous diverses formulations (huile de neem, BioAza, Neem-
Azal, Bioneem, etc.) reste la molécule la plus recommandée dans les agroécosystemes.
L’argument d’une innocuité environnementale de 1’Azadirachtine est nuancé par des effets
collatéraux notables et controversés sur les organismes non cibles (Aribi et al, 2020). Trois
especes d'Azadirachtine appartiennent a la classe des limonoides, 1'Azadirachta indica (Rutales :
Meliaceae), Azadirachta excelsa (Schmutterer et al, 2002) et Azadirachta siamensis (Smbatsiri
et al., 2002). 11 est chimiquement intéressant en raison de sa structure complexe et des défis que
représente sa synthese ; il est biologiquement intéressant parce qu'il est un facteur de dissuasion
alimentaire pour certains insectes et un perturbateur de croissance pour la plupart des insectes et

de nombreux autres arthropodes et especes dans des phyla apparentés.

Malgré ces résultats positifs, Baligar ef al. (2014) ont souligné la nécessit¢ d'une analyse
approfondie de la toxicité persistante de cet extrait ont démontrés que ce produit peut étre
toxique affectant plusieurs parametres dans les conditions expérimentales (Aribi et al., 2020). Les
résultats d’Ezeigwe et al. (2020) ont révélé des effets significatifs sur les parametres
hématologiques chez les rats traités. Une augmentation notable de la concentration
d'hémoglobine, du volume des cellules emballées, du nombre de globules rouges et de

plaquettes a été observée.

D’autres ont examiné les effets néfastes sur la reproduction des rats montrant que I'extrait éthéré
d'écorce de neem, contient de 1'Azadirachtine, peut avoir des effets anti fertilité chez les rats
males, avec une diminution de la production de sperme et une altération de la morphologie des
spermatozoides (Srivastava & Raizada, 2011 ; Chaube et al., 2014 ; Njoga et al., 2022). En

plus, L'Azadirachtine avait des effets dose-dépendants sur la reproduction, suggérant des effets
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anti androgéniques et anti fertilit¢ chez les rats males (Aladakatti ez al., 2011). Les études de
Dafalla et al. (2015) sur I'extrait aqueux de noyau de semence d'Azadirachta indica chez les rats
albinos Wistar ont révélé une augmentation significative de l'activité de I'enzyme ALT chez les

rats, suggérant une toxicité hépatorénale dose-dépendante (Dafalla et al., 2015).

Une autre étude sur L’effet sur les parameétres rénaux a montré une augmentation significative
des taux sériques de créatinine, d'urée et d'acide urique chez les rats exposés a des doses
d'Azadirachtine sur une période prolongée. Les travaux d'Ali (2016) & Ravindranath (2011)
ont révélé un effet-sur les parametres rénaux et les parametres du stress oxydatifs toujours chez

le rat (Nikolova et al., 2020).

Pari les biopesticides végétales, nous citons aussi que 'utilisation de 1''ail (Allium sativum)
remonte aux civilisations anciennes, et il a été mentionné dans la littérature des grands royaumes
du monde antique (Rosenblum, 2020). L'ail est utilis¢ comme biopesticide en agriculture
présentant plusieurs avantages. Tout d'abord, I'ail est un pesticide naturel, offrant une alternative
aux produits chimiques pour la protection des cultures (Anwar et al., 2016). Les extraits d'ail et
I'huile d'ail sont couramment utilis€s pour lutter contre les maladies cryptogamiques du potager
et du verger, telles que le mildiou, ainsi que pour lutter contre les insectes nuisibles
(Nwachukwu & Asawalam, 2014). L'ail est ¢galement reconnu pour ses effets nématicides et
herbicides, ce qui en fait un choix polyvalent pour la protection des cultures (Awais et al.,
2009). Enfin, l'utilisation de I'ail comme biopesticide est considérée comme plus respectueuse
de l'environnement que l'utilisation de pesticides chimiques, ce qui en fait une option plus

durable pour I'agriculture (Rinaldi et al, 2019).

L'objectif de notre étude est d'évaluer les effets toxiques de 'insecticide chimique Imidaclopride,
le plus utilisé en agriculture, ainsi que ceux de deux biopesticides : 1'Azadirachtine et I'extrait
aqueux d'ail, utilisés comme insecticides et fongicides en agriculture traditionnelle. Cette
¢valuation se fera sur les parametres hématologiques, les altérations biochimiques de la fonction
hépatique et rénale, ainsi que les parametres de la reproduction et du stress oxydant chez le rat

male Wistar.
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Synthése bibliographique

1. Les pesticides
Les pesticides sont des composés congus pour éliminer ou maitriser des organismes nuisibles tels
que les insectes, les champignons, les mauvaises herbes, les rongeurs et d'autres agents
pathogeénes qui peuvent causer des préjudices aux cultures, aux animaux domestiques, a

I'écosystéme et la santé humaine (Aribi et al., 2020).

1.1.L’historique sur I’utilisation des pesticides
Les pesticides ont €té précocement utilisés pour la préservation des cultures et la protection de la
santé publique, dans le but de limiter la propagation des parasites et des maladies, et d'améliorer
la qualité de la production alimentaire (Tudi ez al., 2021). Des traces de l'utilisation du soufre
remontent a la Greéce antique, datant de 1000 ans avant J.-C (Szydlo, 2022). Homere mentionne
l'utilisation du soufre comme agent de fumigation dans ses écrits, tandis que Pline I'Ancien
naturaliste romain du Ier siecle, préconisait l'usage de l'arsenic comme insecticide (Pathania et

al., 2020).

Au XIXe siecle, un tournant s'opere avec l'essor de la chimie minérale, fournissant de nombreux
pesticides minéraux dérivés des sels de cuivre (Meziane & Rezaiguia, 2021). L'utilisation de
fongicides a base de sulfates de cuivre se généralise, donnant naissance a la bouillie bordelaise,
une combinaison de sulfate de cuivre et de la chaux destinée a lutter contre des maladies

cryptogamiques telles que le mildiou de la vigne et de la pomme de terre (Ferault et al., 2022).

s

Figure 01. Agriculteurs en train d’appliquer des pesticides dans le Pi¢émont en Italie, 1920
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Le véritable essor des pesticides est 1i¢ au développement de la chimie organique de synthése a
partir des années 1930. Les propriétés insecticides du DDT, synthétisé deés 1874, sont
découvertes en 1939 (Traoré, 2023). Le DDT est commercialisé, devenant ainsi le premier
représentant de la famille des organochlorés qui dominera le marché des insecticides jusqu'aux

années 1970 (Meziane & Rezaiguia, 2021).

Les recherches sur les armes chimiques, menées lors des Premicre et Seconde Guerres
mondiales ont favoris¢ la découverte de nouveaux composé€s organiques tels que les
organophosphorés (Fankep, 2019). Ces derniers ont connu un développement significatif,
certains, comme le malathion, étant utilisés jusqu’a maintenant dans plusieurs pays malgré son

interdiction en des pays européens depuis le ler décembre 2008 (Louat, 2013).

D'autres pesticides, efficaces et économiques, ont été développés pour divers secteurs tels que
I'industrie textile (anti-moisissures, anti-acariens), l'industrie du bois (traitement contre les
xylophages et les champignons des charpentes). L'utilisation des pesticides s'est
progressivement étendue aux usages domestiques (anti-moustiques, colliers antipuces pour les
animaux), a l'entretien des voies publiques, ainsi qu'a des applications en médecine

(antiseptiques et désinfectants) (Busson, 2021).

La seconde moiti¢ du XXe siecle a été caractérisée par une diffusion mondiale généralisée de
l'utilisation des pesticides, bien que les types et les quantités de pesticides aient vari¢ (El Alami,
2017). Globalement, une augmentation significative de la consommation de pesticides été
remarquablement doublé, tous les dix ans entre 1945 et 1985. Toutefois, au cours de la dernicére
décennie, une tendance a la baisse des quantités de pesticides vendus s'est manifestée en Europe.
Cette diminution peut étre attribuée a plusieurs facteurs convergents, tels que le retrait de
composés jugés trop dangereux, l'amélioration de l'efficacité des produits, et une prise de
conscience croissante des impacts sanitaires et environnementaux liés a une utilisation excessive

de ces substances (Laadjel & Mecheri, 2020).

Malgré cela, durant les cinquante derniéres années ont été caractérisées par une utilisation
intense des pesticides pour le développement de Il'agriculture. Ils ont été essentiels a

|'établissement de systémes de production intensif, offrant une gestion des risques améliorés,
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une garantie relative de productivité, et une réponse aux besoins croissants des populations

(Droy et al., 2012).

De nos jours, il existe un intérét croissant pour des approches agricoles durables, encourageant
l'adoption de méthodes alternatives telles que 1'agroécologic (Ouerdaogo & Tapsoba, 2023), la
lutte biologique et la rotation des cultures pour réduire la dépendance aux pesticides

(Kheddam-Benadjal, 2012).

1.2. Le parcours des agents phytosanitaires dans leur environnement
Malgré la croissante préoccupation pour la préservation de l'environnement, une partie inévitable
des composés phytosanitaires est libérée lors de l'application de produits agricoles, se présentant

généralement sous forme de gouttelettes dans l'air et sur le sol (Sambou, 2018).
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Figure 02. Trajectoire des pesticides dans I'environnement (Basu, 2014).
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1.3. Les voies d'exposition aux pesticides

Il y a diverses manicres d'étre exposé aux pesticides (figure 03) :
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Figure 03. Les voies d’exposition aux pesticides (Dereumeaux et al., 2022).

Plusieurs voies d’exposition sont envisagées, dans la nourriture, les animaux, les fruits et les
légumes, les produits des animaux et en milieux agricole et urbain et via les fruits et Iégumes.
Nous nous limitons dans cette étude a la voie d’exposition utilisée dans ce travail.
1.3.1. Exposition via la nourriture

Les produits de l'agriculture intensive sont souvent contaminés par des résidus de pesticides,
d'apreés diverses études, avec un seul aliment susceptible de contenir plusieurs de ces résidus,
exposant ainsi les consommateurs a des mélanges ou cocktails de substances (Fenik et al.,
2011). Les effets toxiques de ces combinaisons restent largement méconnus, bien que 1'on
reconnaisse que certaines substances peuvent agir de concert, entrainant des effets plus

importants que ceux de chaque composant pris isolément (Reffstrup et al., 2010).

Selon les conclusions de Sutton et al. (2011), les habitudes alimentaires courantes aux Etats
Unis peuvent entrainer une exposition cumulative élevée de la population aux pesticides. Ce
phénomene semble également se manifester dans d'autres pays, suscitant des inquiétudes en
raison de la consommation quotidienne de pesticides, en particulier de substances lipophiles qui

ont tendance a s'accumuler dans le corps.

1.3.2. Les pesticides dans les fruits et légumes

Lors de la mise sur le marché des produits alimentaires, des traces de pesticides peuvent
subsister dans les tissus des cultures ou a leur surface. Les scientifiques ont mis au point
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diverses méthodes pour évaluer la concentration de pesticides dans les aliments au fil du temps.
Ils soulignent l'importance de surveiller en continu ces niveaux pour garantir au mieux le respect
des valeurs limites fixées pour les résidus de pesticides dans les produits destinés a la vente
(Wilkowska et Biziuk, 2011 ; Li et al., 2014). A 1'échelle nationale ou régionale, la plupart des
pays ont défini des limites maximales de résidus (LMR) pour chaque substance, au-dela
desquelles les aliments sont considérés comme impropres a la consommation humaine. L'Union
européenne a €galement établi des LMR (limites maximales de résidus) applicables a tous ses

Etats membres.

Les légumes, en particulier les légumes a feuilles vertes, et les fruits tels que les pommes et les
raisins, sont généralement les plus susceptibles de contenir des résidus de pesticides, selon
plusieurs études publi¢es entre 2007 et 2014 (Bempah et al., 2012 ; Jardim et al., 2012 ; Fan
et al., 2013 ; Yuan et al., 2014). Des données substantielles indiquent que ces substances sont
souvent présentes sous forme de mélanges de résidus divers, dépassant parfois les niveaux de
limites de résidus (LMR) établis dans certains pays (Latifah et al., 2011 ; Jardim et al., 2012).
Des pesticides tels que la cyperméthrine, le chlorpyrifos, l'iprodione, le boscalid, les
dithiocarbamates et I'acéphate sont fréquemment détectés dans les denrées alimentaires (Claeys
et al, 2011 ; Yuan et al., 2014). Bien que le lavage et la cuisson des légumes semblent réduire
les résidus en surface, dans certains cas, les procédés de préparation peuvent entrainer une

augmentation des niveaux de résidus (Keikotlhaile ez al., 2010).

1.3.3. Exposition via les pulvérisations de pesticides en milieux agricole et urbain Les
pesticides appliqués sur les terres agricoles et les zones urbaines peuvent se disperser dans l'air
et parcourir de longues distances. Par exemple, une étude menée aux Etats-Unis a révélé que de
nombreux pesticides couramment utilis€s pouvaient étre détectés a des distances considérables
des sites d'application. Des substances telles que le diazinon et le chlorpyrifos présentaient
encore des niveaux dépassant les limites maximales établies par le gouvernement, a des
distances allant de 10 a 150 metres du point de pulvérisation des pesticides (Sutton et al., 2011).
Par conséquent, les personnes résidant dans des zones agricoles peuvent étre exposées de
maniere significative aux pesticides par inhalation. De maniére similaire, ceux qui sont a
proximité des zones agricoles respirent de 'air contaminé, les zones urbaines ou les habitations.

Cette exposition atmosphérique souleve des préoccupations quant a la santé des populations.
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1.3.4. Exposition via la poussiére domestique, la pulvérisation et la terre des jardins
Des études menés sur certains pesticides, ont pu identifier la poussiere domestique, en
particulier ceux utilisés pour lutter contre les parasites ménagers (Naeher et al., 2010). Sachant
que les pyréthrinoides, tels que la perméthrine et la cyfluthrine, ainsi que parfois le chlorpyrifos,
sont les principaux composés utilisés pour éradiquer les insectes a l'intérieur des habitations.
L'ingestion, I'inhalation et le contact cutané avec la poussiére contaminée peuvent entrainer une
exposition continue et vari¢e aux pesticides (Morgan et al., 2014 ; Starr et al., 2008). D’autres
recherches ont montré que les maisons situé¢es dans des zones agricoles, en particulier celles a
proximité de terres traitées avec des pesticides, présentent des niveaux de contamination plus

¢levés (Harnly et al., 2009 ; Naeher et al., 2010).

1.4. Impacts sanitaires liés a I’exposition aux pesticides

1.4.1. Effets de ’exposition in utero et chez les enfants en bas age

Les études sur I’exposition aux pesticides durant la période de grossesse ont montré une
augmentation des effets néfastes incluant les risques de fausses couches, de malformations
congénitales et de leucémie (Grandjean, 2016). Elle peut étre associée ¢également a des
anomalies génétiques, des troubles de la reproduction et des atteintes cérébrales chez l'enfant
consécutives a une exposition en bas age (Lévéque & Cerisier-Auger, 2018). L'exposition aux
pesticides a été associée aux effets néfastes sur le neurodéveloppement des enfants de
populations travaillant ou vivant dans des zones agricoles (Jeanne & Cordier, 2022). D’autres
chercheurs aux Etats-Unis ont mentionné que I'exposition en bas age aux pesticides peut nuire a

la fonction pulmonaire d'un enfant apres la naissance (Buralli et al., 2020).
1.4.2. Impacts sur le systéme hormonal

De nombreux pesticides agissent comme perturbateurs endocriniens, influengant diverses

hormones, entrainant des troubles dans plusieurs fonctions (Mnif ef al., 2011).

1.4.2. Pesticides et hormones sexuelles
Des études expérimentales menées in vitro (dans un tube a essai ou sur des lignées cellulaires de
culture) confirmeraient les observations selon lesquelles I’équilibre des hormones sexuelles peut

étre perturbé par I’exposition a certains pesticides (Kjeldsen et al., 2013). Certains ¢léments
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suggerent également que la fertilité serait réduite aussi bien chez I’homme que chez la femme

suite a une exposition prolongée aux pesticides (Abell ef al., 2000 ; Oliva et al., 2001).

2. Les biopesticides
2.1. Historique

Depuis des siécles, les agriculteurs ont traditionnellement utilisé des biopesticides, définis
comme des "organismes vivants ou des produits dérivés de ces organismes ayant la capacité de
supprimer ou limiter les ennemis des cultures". Ces biopesticides sont classés en trois catégories
principales selon leur origine : microbienne, végétale ou animale (Azzaz & Messaadi, 2022).
Contrairement a leurs homologues chimiques, les biopesticides présentent de nombreux
avantages, tels que leur moindre toxicité et leur capacité a aider les plantes a résister aux stress

abiotiques (Madjida, 2022).

L'application des biopesticides s'étend aussi bien a l'agriculture conventionnelle qu'a
l'agriculture biologique. Bien que parfois considérés comme moins efficaces, les biopesticides
suscitent un intérét croissant parmi les agriculteurs, surtout dans le contexte de stratégies de lutte

intégrée (Deravel et al., 2014).

L'avenir des biopesticides sera influencé par divers facteurs, notamment les avantages et les
inconvénients qu'ils offrent. Les inconvénients des biopesticides peuvent inclure des défis a leur
efficacité et leur disponibilité (Deravel et al., 2014). De plus, ils peuvent étre plus coliteux que
les pesticides conventionnels, ce qui peut limiter leur utilisation dans certaines régions ou pour

certaines cultures (Korangi Alleluya ez al., 2021).

Cependant, les biopesticides présentent également de nombreux avantages, tels que leur
efficacité contre les parasites, leur biodégradabilité et leur impact réduit sur l'environnement
(Azzaz & Messaadi, 2022). L'utilisation des biopesticides est encouragée dans de nombreux
pays, ce qui pourrait stimuler leur croissance et leur adoption plus rapide. De plus, les évolutions
dans les préférences des consommateurs auront un impact significatif sur l'adoption de ces

alternatives agricoles durables (Waibena, 2019).
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2.2. Evolution historique des biopesticides

L'utilisation des biopesticides, ou pesticides biologiques, remonte a I'Antiquité, mais leur

développement systématique a pris de 1'ampleur plus récemment (Deravel ef al., 2014).

2.2.1. Période pré-moderne (Antiquité)

Les biopesticides ont une longue histoire d'utilisation, remontant a des milliers d'années. D¢s le
7e siecle av. J.-C., des fermiers chinois utilisaient des plantes comme la citronnelle pour éloigner
les insectes nuisibles des cultures (Deravel ef al., 2014). Au Moyen-Age, des végétaux tels que
l'aconit étaient utilisés contre les rongeurs. Les anciennes civilisations, comme les Egyptiens, les
Chinois et les Grecs, utilisaient des extraits de plantes pour lutter contre les ravageurs (Deravel
et al., 2014). Ils utilisaient des prédateurs naturels tels que les coccinelles et des substances

naturelles comme le soufre et le cuivre (Meziane & Rezaiguia, 2021).
2.2.2. Début du XXe siécle

Il y a eu des efforts continus pour développer et améliorer les biopesticides. Les chercheurs ont
exploré les propriétés insecticides et répulsives d'une gamme de micro-organismes, notamment
des bactéries, des virus, des champignons et des nématodes, ainsi que des extraits de plantes et
des composés naturels (Deravel, et al., 2013). L'exploration des biopesticides a débuté vers la
fin du 19e et le début du 20e siécle avec un accent particulier sur I'utilisation des biopesticides
de maniere plus systémique. Le bactérium Bacillus thuringiensis (Bt) a été identifi€ comme un
agent efficace contre les insectes nuisibles, marquant une avancée significative dans la

recherche sur les biopesticides (Deravel et al., 2014).

Apreés la Seconde Guerre mondiale, la recherche sur les biopesticides s'est intensifiée. Le
Bacillus thuringiensis a été développé commercialement dans les années 1950, marquant une
transition vers une utilisation plus répandue des agents biologiques dans la lutte antiparasitaire

(Eissa & Zidan, 2010).

Les années 1970-1980 ont été marquées par une reconnaissance internationale formelle de
l'utilisation des biopesticides. Des organisations telles que la FAO ont activement promu

l'intégration d'agents biologiques dans les pratiques agricoles (Lucas et al., 2018).
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Les années 1990 ont vu une expansion significative de I'utilisation des biopesticides, avec le
développement de nouvelles souches de Bacillus thuringiensis et l'introduction de produits a

base de nématodes bénéfiques (Eissa & Zidan, 2010).

Les années 2000 ont été caractérisées par une diversification continue des produits biopesticides.
En plus du Bt et des nématodes, d'autres biopesticides tels que les champignons
entomopathogeénes et les phéromones ont ¢été¢ largement utilisés, reflétant une évolution
constante vers des méthodes plus holistiques dans la gestion des ravageurs en agriculture

moderne (Laurent et al., 2016).

2.3. Classification des biopesticides
2.3.1. Biopesticides d’origine animale

Ces biopesticides sont des animaux tels que les insectes, les parasites ou les prédateurs, de
méme, des composés issus d'animaux, fréquemment d'invertébrés tels que les hormones
d'insectes, les venins de scorpions et d'araignées, ainsi que des phéromones (Korangi Alleluya

et al., 2021). L’insecte auxiliaire le plus connu, la coccinelle.
2.3.2. Biopesticides d'origine microbienne

Les pesticides microbiens sont composés d'un micro-organisme tel que les virus, les bactéries,
les champignons ou les protozoaires qui sont utilis€s comme composant actif (Deravel et al,

2014).
2.3.3. Biopesticides d’origine végétale

Les propriétés biopesticides de diverses plantes ont progressivement été découvertes, conduisant
a une adoption croissante de leur utilisation en tant que pesticides (Ahmed et al, 2021). Ces
pesticides végétaux ont été utilisés au Moyen Age, l'aconit était utilisé pour lutter contre les
rongeurs, tandis qu'en Inde, la roténone servait d'insecticide dés la fin du XVle siécle. Un siccle
plus tard, les propriétés insecticides de la nicotine, extraite du tabac, ont été identifiées (Manda

et al., 2020).

Les composés actifs produits par les plantes démontrent des effets insecticides, aseptiques, ou

régulateurs de la croissance des plantes et des insectes. Ces actifs sont généralement des
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métabolites secondaires, jouant un role protecteur pour les végétaux contre les herbivores

(Bennaim, 2020).

Il est essentiel de mobiliser les ressources du régne végétal, ainsi que les molécules qui ont
assuré la protection des plantes contre leurs ennemis naturels. Les recherches récentes se sont
concentrées sur les activités des composés végétaux impliqués dans les mécanismes de défense
des plantes, mettant en lumicére des molécules potenticllement insecticides, fongicides, ou
herbicides (Schiffers, 2016). Ces avancées ouvrent de nouvelles perspectives pour exploiter ces
molécules en tant que produits ou stratégies phytosanitaires, ou encore pour renforcer les
défenses naturelles des plantes. Des réflexions ont également émergé concernant la
réglementation et I'homologation de ces progres, ouvrant ainsi de nouvelles perspectives

(Schiffers, 2016).

2.4. Utilisation de Biopesticides d'Origine Végétale

L'utilisation de biopesticides d'origine végétale remonte €galement a I'Antiquité, formant une
longue histoire d'exploitation des propriétés insecticides et répulsives de certaines plantes. Au fil
des civilisations, des extraits de plantes tels que le soufre, la fumée de soufre, et des substances
comme le pyrethre extrait des fleurs de chrysanthéme ont été utilisés (Deravel et al.,, 2014).
Méme avec l'avénement de la chimie au XIXe siecle, certaines méthodes a base de plantes,
comme l'utilisation du tabac comme insecticide, ont persisté¢ (Bennaim, 2020). Au XXe siccle,
avec la montée de l'agriculture biologique, les chercheurs ont redécouvert et étudié les
propriétés insecticides de diverses plantes, conduisant a une résurgence de Il'utilisation de
biopesticides d'origine végétale. Aujourd'hui, ces biopesticides sont intégrés dans des
programmes de gestion des ravageurs en agriculture moderne, offrant une alternative durable et

respectueuse de I'environnement (Eissa & Zidan, 2010).

3. Les pesticides utilisés
3.1. L’Imidaclopride

Imidaclopride appartenant a la famille des néonicotinoides, une famille de pesticides introduite
en 1985. Leur structure chimique, similaire a celle de la nicotine, bloque certains passages de la

signalisation cellulaire, entrainant un impact négatif sur le développement neurologique des
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organismes expos¢s (Kimura-Kuroda ef al, 2012). En raison de leur possible toxicité pour les

abeilles domestiques et sauvages, 'Union européenne a imposé des limites a leur utilisation.

L'Imidaclopride, insecticide utilisé aux Etats-Unis depuis 1994, est congu pour imiter la nicotine
présente naturellement dans certaines plantes, telles que le tabac. Ce composé est efficace contre
les insectes suceurs, les termites, certains insectes du sol et les puces (Bettiche, 2017).
Toutefois, la similarité structurelle entre I'Imidaclopride et la nicotine souléve des
préoccupations quant a ses effets sur la faune non ciblée et a conduit a des réglementations

visant a minimiser les risques environnementaux (Cartereau et al., 2021).

3.1.1. Historique

Créé et breveté pour la premicre fois en 1985, I'lmidaclopride est le premier pesticide
commercialisé de la famille néonicotinoide a étre commercialisé. Il a été délivré aux Etats Unis
par Nihon Tokushu Noyaku Seizo K.K. de Tokyo, au Japon, avec des propriétés insecticides de
la nicotine et des améliorations de la photostabilité et de la solubilité dans l'eau. Ce pesticide,
tout comme les autres néonicotinoides, est un produit "systémique" qui se diffuse dans
I'ensemble de I'organisme de la plante. Par conséquent, il est présent a des concentrations faibles
dans le nectar et les fleurs des cultures industrielles traitées avec ces produits. Suite a des
améliorations structurelles, I'Imidaclopride a été trouvé plus efficace lorsqu'il a été appliqué par
trempage du sol, par injection directe ou comme enrobage des semences. Cela est di au fait qu'il
est plus efficace lorsqu'il est ingéré qu'il est pulvérisé comme protecteur foliaire (Jeschke et al,
2011). En 2013, la Commission européenne a pris la décision d'interdire I'utilisation des
néonicotinoides sur les plantes attrayant les insectes pollinisateurs, ainsi que la
commercialisation de graines enrobées, en raison de rapports scientifiques mettant en évidence

des effets néfastes significatifs sur la survie des abeilles.

Cependant, l'utilisation de ces substances demeure autorisée sur les céréales apres la floraison.
Des études, notamment celle de Millot et al. (2017), ont démontré les effets de 1'lmidaclopride
sur d'autres composants de 1'écosysteme, notamment I'empoisonnement des oiseaux, élargissant
ainsi les conséquences déja observées sur les abeilles. La fiche toxicologique de I'INRS sur
I'Tmidaclopride indique que son utilisation prolongée provoque des effets antithyroidiens chez

les rats, comme l'ont également rapporté Moser et al. (2015). Des travaux scientifiques mettent
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en avant les possibles impacts de I'Imidaclopride sur la reproduction et I'homéostasie des
hormones thyroidiennes, comme a ét¢ mentionné dans les résultats de Pandey et Mohanty
(2015). Par ailleurs, une diminution de I'activité motrice/locomotrice a été observée chez le rat
dans le cadre d'une étude de neurotoxicité observé dans I’étude d’ Abou-Donia et al. (2008) lors

de I'administration unique de cette substance pendant la gestation des rattes gravides.

3.1.2. Utilisation en agriculture

Les doses d'utilisation de I'Imidaclopride dans l'agriculture varient en fonction des cultures et
des especes cibles. Selon une étude, la dose sans aucun effet néfaste observée chez la souris est
de 86 mg/kg/jour (600 ppm), tandis que chez le chien, elle est de 7,3 mg/kg/jour (200 ppm)
(Njoga et al., 2022). Pour les abeilles, des doses sublétales ont été évaluées dans une fourchette
allant de 0,01 a 10 pg/kg. En agriculture, la dose recommandée d'un produit commercial
contenant de 1'lmidaclopride varie en fonction des cultures et des ravageurs ciblés. Par exemple,
pour le produit commercial de 1I’Imidaclopride ATTAKAN C344, la dose recommandée est de
0,25 litre ou 250 ml de produit commercial par hectare pour les légumes, avec un délai avant
récolte de 15 jours et un intervalle de 14 jours entre deux traitements (Bonmatin ez al., 2005). 11
est important de noter que les dosages peuvent varier en fonction des spécificités de chaque

culture, de I'espece de ravageur et des conditions environnementales.

3.1.3. Mode d’action

Le systéme nerveux est constitu¢ d'un réseau de neurones interconnectés par des connexions
spécialisées appelées synapses. Le message transmis au niveau d'une synapse peut Etre
¢lectrique ou chimique. Cependant, la perception de l'information au niveau des cellules
postsynaptiques entraine l'activation ou l'inhibition de récepteurs ou de canaux ioniques
membranaires, quelle que soit la nature du signal (Casida, 2017). Le principal
neurotransmetteur excitateur pour les transmissions rapides au niveau du systéme nerveux
central des insectes est 1'acétylcholine. La membrane pré-synaptique relache 1'acétylcholine lors
de l'influx nerveux et interagit avec le récepteur nicotinique de l'acétylcholine (AChR) (Jeschke

et al, 2013 ; Ahmed 2015).

L’Imidaclopride agit en se fixant sur le récepteur nicotinique et en perturbant la transmission de

'influx nerveux, ce qui provoque une hyperactivité neuronale. En prenant la place d'un
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neurotransmetteur excitateur, il stoppe la transmission de 'influx nerveux, ce qui a un effet sur

les nerfs et les muscles (Decourtye et al., 2004).
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Figure 04. Mécanisme d’action des néonicotinoides (Buszewski et al., 2019).
3.1.4. Toxicocinétique (Jargot et al., 2015)
e Absorption

L'Imidaclopride est rapidement et largement absorbé chez le rat suite a une administration unique
par gavage, que ce soit avec une dose allant jusqu’a 20 mg/kg de poids corporel, ou aprés une
administration répétée par gavage avec une dose de 1 mg/kg de poids corporel pendant 14 jours.
La concentration maximale est atteinte en 1 a 2 heures, et dans les 48 heures qui suivent, la
biodisponibilité dépasse les 92 % selon les excrétions urinaires et biliaires (Vohra & Khera,

2015).
e Distribution

L'Imidaclopride est rapidement répartie dans tout l'organisme, se concentrant principalement
dans le foie, les reins, les poumons et la peau. La capacité de pénétration de I'Imidaclopride a
travers la barriere hémato-encéphalique est relativement limitée chez le rat, avec le cerveau
présentant les taux de radioactivité les plus bas 48 heures aprés une administration orale ou

intraveineuse (Bhardwaj et al., 2010).
e Meétabolisme

Le métabolisme de I'Imidaclopride est crucial car jusqu'a 90 % de la dose administrée est
métabolisée dans le foie. Chez le rat, au moins 16 métabolites ont été trouvés comprennent

I'Tmidaclopride-desnitro (M09) et plusieurs autres métabolites mineurs (Brillant, 2022). Le rat a

18| Page



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

deux voies de biotransformation principales : soit le clivage oxydatif du cycle imidazolidine et

du groupement méthyléne suivi de conjugaisons, soit 'hydroxylation du cycle imidazolidine.
e Elimination

L'élimination est rapide et quasi totale, avec plus de 95 % de la dose administrée excrétée 48
heures apres I'administration, que ce soit par voie orale ou intraveineuse a faible dose (1 mg/kg
pc) ou par voie orale a dose élevée (20 mg/kg pc) : 73 a 75 % dans l'urine et 20 a 25 % dans les
feces. Apres la cannulation du canal biliaire chez le rat avec une dose de 1 mg/kg pc administrée
intra-duodénalement, l'excrétion biliaire peut représenter jusqu'a 36 % de la dose administrée,
suggérant l'existence d'un cycle entéro-hépatique. Aucune accumulation n'a été observée (Jiang

et al., 2020).
3.1.5. Le parcours de I’Imidaclopride dans I’environnement (Pang et al., 2020)

La dégradation de I'Imidaclopride dans I'environnement est influencée par plusieurs facteurs,

dont la température, le pH et la photolyse.

Voici quelques points clés sur le devenir de 1'lmidaclopride dans I'environnement :

. La demi-vie d'hydrolyse de 1'midaclopride peut varier de 33 a 44 jours a un pH
de 7eta25°C

. La demi-vie de la photolyse en milieu aqueux est inférieure a 3 heures.

. Lorsqu'il est incorporé dans le sol, la demi-vie de la photolyse est de 39 jours,

avec une plage de 26,5 a 229 jours.

. La dégradation de 1'lmidaclopride dépend de la température, avec des demi-vies
diminuant de 547 a 153 jours, puis a 85 jours aux températures d'incubation de 5, 15 et

25 °C, respectivement.

Malgré son potentiel de dégradation, 1'lmidaclopride a été signalé persister dans l'environnement
pendant des périodes variables. Par exemple, des concentrations d'Imidaclopride ont été
trouvées persistantes dans les eaux de surface dans des conditions de terrain (Bonmatin et al.,
2015). De plus, I'Imidaclopride a été détecté dans le sol et le matériau de litiére pendant jusqu'a

1 000 jours (Pang et al., 2020).
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L'impact environnemental de I'Imidaclopride sur les organismes non ciblés, tels que les
invertébrés aquatiques et terrestres, a ¢été étudié dans divers microcosmes d'eau douce

(Bonmatin et al., 2015).

Enzymology,

Molecular biology,
Microbial degradation,
Physicochemical methods.

Percolation

q

Figure 05. Le parcours de I'Imidaclopride dans I’environnement (Pang et al., 2020)
3.1.6. Les conséquences de I’exposition a I’Imidaclopride

L'Imidaclopride, largement utilisé comme insecticide, a suscité des préoccupations importantes
concernant ses impacts sur la sant¢ humaine et l'environnement (Samir et al, 2009). Les
résultats de plusieurs études approfondies, mettent en lumicre des effets préoccupants sur

différentes la santé (Farag et al., 2020).

Les risques d'exposition pour les vertébrés terrestres présentent une complexité accrue par
rapport aux especes aquatiques En effet, plusieurs voies de contamination sont possibles,
notamment 1'ingestion de semences traitées avec des résidus présents dans ou sur les cultures et

le sol, la consommation d'eau, de végétation ou d'invertébrés a proximité (Cotton, 2015).

De plus, I'exposition cutanée peut résulter d'une pulvérisation directe, du contact avec des
surfaces traitées, de l'inhalation, voire du lissage des plumes. Les concentrations auxquelles les

taxons terrestres peuvent étre exposés varient considérablement selon les différentes voies, en
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fonction des exigences en termes d'habitat et des déplacements entre les zones contaminées et

non contaminées (Louat, 2013).

3.1.7. Effets toxiques de I'Imidaclopride
3.1.7.1. Impacts sur les parametres sanguins

Les divers impacts de I'Imidaclopride sur les parametres hématologiques ont été corroborés par
plusieurs études. Chez les rats, une diminution du poids corporel a été observée, accompagnée
d'altérations significatives des parametres hématologiques (Soujanya et al, 2020). De méme,
des poissons exposés a ce produit ont présenté¢ des baisses des parametres hématologiques,

soulignant les risques potentiels pour la santé des organismes aquatiques (Alak et al., 2023).

3.1.7.2. Toxicité Hépatique

Les résultats de plusieurs études ont mis en évidence la présence de toxicité hépatique induite
par ITmidaclopride. Les expérimentations menées sur des rats exposé€s a cette substance ont

révélé des indicateurs de dommages hépatiques significatifs (Boukhalfa & Harsa 2022).

Les niveaux ¢élevés d'ALT (alanine aminotransférase) et d'AST (aspartate aminotransférase),
enzymes associées au foie, chez les rats exposés suggerent une altération de la fonction
hépatique. Ces enzymes sont généralement présentes dans les cellules hépatiques, et leur
libération accrue dans le sang est souvent indicatrice de dommages au foie (Farag et al., 2020).
Parallelement, des réductions substantielles ont été observées dans les concentrations totales de

protéines et d'albumine chez les rats exposés a I'lmidaclopride.

Ces constatations suggerent que I'Imidaclopride peut avoir des effets néfastes sur la santé
hépatique des organismes exposés. Les implications vont au-dela des indicateurs enzymatiques
traditionnels et incluent des changements dans la composition protéique sanguine, ce qui
souleve des inquiétudes quant a la fonction hépatique globale et a la santé métabolique des

individus exposés a ce pesticide (Farag et al., 2020).

3.1.7.3. Impacts sur la fonction rénale
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Le rat male a fait 1'objet d'essais visant a évaluer la toxicité rénale induite par 1'Imidaclopride
(Eissa & Zidan, 2010). Les résultats de ces études ont confirmé la potentialité néphrotoxique de
I'Tmidaclopride, démontré par des augmentations significatives du poids relatif des reins chez les

rats exposé€s a cette substance (Saadi et al., 2012).

Une exposition prolongée a I'Imidaclopride a été associée a des augmentations du poids relatif
des reins chez les rats, (Aladakatti, 2011). Méme a des doses faibles, des altérations
significatives des concentrations sériques de créatinine, d'urée et d'acide urique ont été

observées, soulignant I'impact néphrotoxique de 1'midaclopride (Ali, 2016).

Dans une étude sur les rats qui ont été exposés a I’Imidaclopride par voie alimentaire a
différentes doses, a montré des modifications dans les biomarqueurs rénaux tels que les
concentrations d'acide urique et de créatinine, accompagnées de changements histologiques dans
le tissu rénal (Nimako, 2021). Des résultats similaires ont observé chez les chiots males et
femelles exposés a des doses variables d'Imidaclopride, des augmentations des biomarqueurs
provoquant un dysfonctionnement rénal et des changements structurels dans les tissus rénaux,

surtout ceux traités par les doses les plus élevées (Mossa et al., 2017).

Une autre étude, ou I'lmidaclopride a été administré a des rats males a des doses spécifiques
pendant des périodes définies, a révélé une augmentation dose-dépendante des concentrations
d'urée, d'acide urique et de créatinine dans le sérum, ainsi que des changements histologiques
dans la structure des tissus rénaux. Ces effets ont été accentués avec une exposition prolongée a

I'Imidaclopride (Fahim et al., 2016).

3.1.7.4. Les effets sur les paramétres du stress oxydatifs

L'Imidaclopride a été évalué quant a son impact sur la physiologie oxydative, des recherches ont
révélé une élévation du malondialdéhyde (MDA) au niveau des testicules des rats exposés. Cette
augmentation du MDA s'associe a une diminution des concentrations de glutathion réduit (GSH)
et de glutathion peroxydase (GPx), laissant présager une altération du systéme antioxydant (Bal

et al., 2012).

La perturbation observée au niveau du systéme antioxydant suggere un déséquilibre redox dans
les testicules des rats soumis a I'Imidaclopride, susceptible d'engendrer des altérations

cellulaires. Ces altérations, potentiellement déléteres, pourraient impacter des constituants
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cellulaires cruciaux tels que I'ADN et les protéines. La génération accrue d'especes réactives de
l'oxygeéne (ROS), conséquente a la perturbation du systéme antioxydant, pourrait induire un

stress oxydatif, contribuant ainsi aux altérations cellulaires susmentionnées (Bal et al., 2012).

3.2. I’Azadirachtine

L'Azadirachtine, un insecticide extrait des graines d'dzadirachta indica, représente le
biopesticide d'origine végétale le plus largement utilis¢é (Halaimia & Chachoui, 2017).
Plusieurs molécules présentes dans l'huile extraite des graines de Neem ont été identifiées
comme biologiquement actives, notamment I'Azadirachtine, la nimbidine, la nimbidinine, la
solanine, le déacétylazadirchtinol et le méliantriol. L'ingrédient actif prédominant de cette huile
est 1'Azadirachtine, qui est un mélange de sept isomeres de tétranortritarpinoide. Ce composé
présente la capacité de perturber la morphogénese et le développement embryonnaire des

insectes (Srivastava et al, 2007 ; Correia et al, 2013).

BIOAZA 32® est un produit fabriqué a partir d'extraits de neem (Azadirachta indica A. Juss). Le
neem (Azadirachta indica A. Juss), un arbre tropical, a montré des propriétés insecticides sur

divers insectes agricoles (Mahrouch, 2020).

Photo 01. Arbre du Neem Azadirachta indica Photo 02. Fruits du Neem (Redirect Notice).

Les alternatives aux pesticides chimiques présentent de nombreux avantages écologiques,
constituant une option respectueuse de l'environnement. Méme en tant que méthode autonome,
elles permettent de réduire la dépendance aux intrants et contribuent a prévenir I'émergence de

nuisibles résistants. Lorsqu'elles sont intégrées dans une stratégie de lutte combinée avec des
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pesticides chimiques, elles peuvent offrir des résultats plus durables (Malacari et al, 2018).
Selon 1'Institut technique des filieres plantes aromatiques, médicinales et & parfum (Ppam),
l'encouragement des méthodes alternatives a la lutte chimique est motivé par la disparition de
certaines substances actives de synthése au cours des dernic¢res années et par le renforcement de
la réglementation. Dans ce contexte, l'utilisation d'extraits végétaux pour la protection des

cultures émerge comme une solution viable.

Trois espeéces d'Azadirachtine appartiennent a la classe des limonoides, 1'Azadirachta indica

(Rutales : Meliaceae), Azadirachta excelsa (Schmuttere et al, 2002) et Azadirachta siamensis
(Sombatsiri, 2002). Il est chimiquement fascinant en raison de sa structure complexe et des
deéfis que représente sa synthese ; il est également biologiquement fascinant car il est un facteur
de dissuasion alimentaire pour certains insectes et un perturbateur de croissance pour la plupart
des insectes et de nombreux autres arthropodes. Il est également incroyablement inoftensif pour

les vertébrés (Chikh & Djema, 2020).

3.2.1. Historique

Le premier isolement de I'Azadirachtine sous sa forme cristalline provient d'extraits
méthanoliques de graines de neem, réalisée par Butterworth et Morgan en 1968. Bien que
cette molécule ait également été détectée dans un autre arbre appelé Melia Azédarach, présent
dans les mémes régions, elle semble spécifique au neem. Depuis la proposition initiale de la
structure en 1972, ajustée par Kraus ef al. en 1987 et Pohnl en 1985, plusieurs composés de
structure similaire ont été isolés du neem, regroupés en trois catégories principales : les
méliacarpines, les azedarachtoles et les Azadirachtines. Ces dérivés, partageant le méme
squelette carboné mais se distinguant par la position ou la nature des substituants, sont
collectivement appelés Azadirachtines génériques, avec 1'Azadirachtine A servant de motif

structural de référence (Mahrouche, 2020).
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Meliacarpine Azedarachtole Azadirachtine

Figure 06. Structures chimiques des variétés du Neem

L'utilisation répandue de I'Azadirachtine dans les régions tropicales et subtropicales est attribuée
a ses caractéristiques appréciées telles que la robustesse, le feuillage persistant tout au long de
I'année, le bois de qualité et la variété de produits non ligneux. Son introduction remonte au
XIXe siecle, avec une origine présumée dans la région du Myanmar, d'ou elle s'est naturellement
répandue dans le sous-continent indien (Fernandes ef al., 2019). Cultivée depuis longtemps en
Asie du Sud-Est, elle s'est également étendue vers d'autres régions au cours du 19e siccle,
notamment aux Fidji, & Maurice et en Guyane britannique, ainsi qu'en Egypte, en Afrique
orientale, en Afrique sub-sahélienne et en Afrique de 1'Ouest. Plus récemment, elle a été
introduite en Amérique centrale et en Amérique du Sud tropical (Centre mondial

d'agroforesterie) (Mondal & Chakraborty, 2016).
3.2.2. Origine du Neem

Bien que diverses sources bibliographiques mentionnent différentes origines géographiques du
Neem, la majorité des auteurs s'accordent sur son origine indienne. Selon plusieurs écrivains,
dont Vartak et Ghate (1990), Certains considérent que cet arbre a ses origines dans la forét de
Chivalik. Néanmoins, d'autres soutiennent qu'il provient des foréts du sud et du sud-est de
I'Asie, englobant des régions telles que le Pakistan, le Sri Lanka, la Thailande, la Malaisie et

'Indonésie (Faye, 2010).

3.2.3. Utilisations
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Le Neem est utilisé depuis de nombreuses années. Il est connu en Inde sous le nom de "la
pharmacie du village". Le Neem est encore assez peu connu en Occident. Cependant, le nom de
Neem se répand lentement, ainsi que les produits qu'il produit : I'huile de Neem, les capsules, le

savon de Neem, la feuille de Neem séchée, etc. (Roychoudhury, 2016).

Pendant plus de trente ans, les chercheurs ont axé leurs travaux sur les applications
traditionnelles du neem (Azadirachta indica A. Juss) dans la lutte contre les ravageurs des
cultures et des foréts. Les feuilles et les fruits de cet arbre ont émergé comme une source
exceptionnelle de molécules biologiquement actives, avec une attention particuliere portée a

I'"Azadirachtine (Faye, 2010).

L'Azadirachtine, extraite du Neem (Azadirachta indica A. Juss), est utilisée en médecine
traditionnelle depuis plus de 2000 ans (Morgan, 2005), faisant partie d'un ensemble de plus de
300 composés phytochimiques isolés de cet arbre (Fernandez, 2019). Parmi ces compos€s, on
retrouve les limonoides (Azadirachtine, azadirone, azadirradione, etc.), les protolimonoides du
groupe gédunine (nimbine, nimboline, salanine, etc.), les flavonoides (nimbaflavone) ainsi que
d'autres constituants tels que les tanins (Hein et al, 2016). Les travaux de De Castro ef al. ont
approfondi la compréhension de la structure complexe des molécules extraites du margousier et
de leurs modes d'action en relation avec leurs propriétés électroniques. Bien que 1'Azadirachtine
soit la molécule prédominante du Neem, ses concentrations varient selon les différents segments
de la plante (Langner et al, 2016).

L'Azadirachtine peut étre isolée des deux autres espéces d’Azadirachta : A. excelsa et A.
Siamensis (Langner et al, 2016). Depuis longtemps, cette molécule a suscité¢ l'intérét des
chercheurs en raison de sa variété de propriétés pharmacologiques et de son effet pesticide

(Mordue, 2005).

En outre, Azadirachta indica présente des propriétés fongicides, antiparasitaires (contre les
helminthes), antipyrétiques, anti-inflammatoires, immunostimulantes, immunomodulatrices et
neuroprotectrices (dans la maladie de Parkinson). Certains composés, notamment
'Azadirachtine et la nimbine, semblent étre associés au potentiel fongicide du margousier,
tandis que l'Azadirachtine et le nimbolide pourraient contribuer a son effet anticancéreux.
L'Azadirachtine est également utilisée comme répulsif contre les moustiques, insectes

hématophages vecteurs de nombreux agents pathogenes pour 'homme (Tyagi et al, 2017).
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La préoccupation croissante des agriculteurs pour I'impact écologique a conduit a une adoption
progressive des biopesticides, méme dans l'agriculture conventionnelle (Frost et al, 2009).
Cependant, la demande de biopesticides reste significativement inférieure a celle des produits
phytosanitaires chimiques (Chandrashekar, 2010). II est essentiel de souligner que l'utilisation
des biopesticides présente des disparités a I'échelle mondiale, influencées par divers facteurs tels
que les politiques gouvernementales, l'opinion publique et les programmes de recherche

industrielle (Bailey et al, 2010).

3.2.3.1. Pour les plantes

L'huile de neem est une ressource polyvalente dans l'agriculture, utilisée comme fertilisant,
stimulateur de défenses naturelles, insecticide et répulsif. Son application en émulsion avec de
l'eau par pulvérisation dans les cultures 1égumieres, fruiticres et forestieres en fait un élément clé
de méthodes respectueuses de l'environnement pour la protection des cultures contre les
parasites, les champignons et les insectes. Les composants naturels du neem offrent une

diversité d'applications bénéfiques (Regnault et al, 2008).

Cette approche écologique vise a promouvoir des méthodes durables dans l'agriculture et la
foresterie, remplacant ainsi les pesticides, fongicides et insecticides chimiques. Les extraits de
neem présentent une action biologique efficace, permettant de lutter contre plus de 300 espéces
d'insectes ravageurs, y compris ceux ayant développé une résistance aux pesticides chimiques
(Regnault et al, 2008). Cette utilisation de I'huile de neem contribue a la durabilité de la
production agricole et forestiére, soulignant son role crucial dans la mise en ceuvre de pratiques

respectueuses de l'environnement (Regnault et al, 2008).

3.2.4. Mécanisme d’action

Chez les especes cibles, I’Azadirachtine posséde notamment des effets anti-appétants,
stérilisants et régulateurs du développement (Benelli et al, 2017 ; Chaudhary et al., 2017).
Mordue et al. (2005) notent en particulier qu’elle entraine une cytotoxicité, I’apoptose des
cellules, des effets antimitotiques, et une anomalie de la croissance (mues inhibées, anormales
ou retardées). Elle induit également une altération de différents processus reproductifs, comme
la fécondité, la fertilité, 1’oviposition, la viabilit¢ des ceufs, I’oogenese, la vitellogenese, la
spermiogénese et le développement des gonads (Chaudhary et al, 2017). L’impact de cette
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molécule est aussi observé sur la modulation de I’expression de génes liés au développement, au
stress et a I’'immunité (Shaurub et al., 2014) et sur la transcription de geénes liés a ’apoptose
(Shao et al, 2016). Les propriétés anti-appétantes de 1’ Azadirachtine sont liées a son incidence
sur la chémoréception, a des dommages sur différents tissus, comme les muscles (suppression
du péristaltisme), le corps gras ou les cellules intestinales (Shu et al., 2018), mais aussi a une
perturbation des processus physiologiques et biochimiques digestifs (Chaudhary et al., 2017).
L’induction d’une mémoire sensorielle aversive est également notée (Yan et al., 2017).

L’Azadirachtine agit en inhibant la signalisation de I’hormone juvénile (HJ) et de la
20hydroxyecdysone (20E), des hormones essentielles a la reproduction et au développement des
arthropodes (Morgan, 2009). Elle interfére aussi avec la voie de signalisation de I’insuline,
connue pour interagir avec I’HJ et les ecdystéroides, les hormones impliquées dans le processus
de mue des arthropodes (Nissel & Broeck, 2016). L’Azadirachtine agit également sur le
systeme nerveux central (SNC) en inhibant la transmission cholinergique excitatrice via les
canaux calciques (Qiao ef al., 2014). A noter que des liens entre insuline et neuromodulation,
comme la régulation du métabolisme de la dopamine, ont ét¢ mis en évidence (Nissel &

Broeck, 2016).
3.2.5. La dégradation de I’Azadirachtine

L'Azadirachtine subit une dégradation dans l'environnement a travers divers processus. Selon
I'Agence européenne des produits chimiques (ECHA), 1'Azadirachtine dans I'eau est
principalement soumise a une hydrolyse catalysée par une base, ainsi qu'a une photolyse
indirecte et a une dégradation microbienne, qui sont censées contribuer significativement a sa
dégradation dans les plans d'eau naturels. De plus, I'Azadirachtine peut étre facilement dégradée
sous l'exposition a la lumicre, a des milieux acides ou alcalins, et par des micro-organismes
(Vlaiculescu & Varrone 2022). La dégradation de I'Azadirachtine dans le sol due a la photolyse
n'a pas été¢ enticrement étudiée, et des recherches supplémentaires sont nécessaires dans ce
domaine (EFSA, Arena et al., 2018). De plus, la demi-vie en laboratoire de 1'Azadirachtine
cristalline dans des solutions légerement acides (pH 4 et 5) est d'environ 50 jours (Sahu et al.,
2017). Ces résultats indiquent que la dégradation de 1'Azadirachtine dans l'environnement est
influencée par divers facteurs tels que la lumicére, le pH et I'activité microbienne (Bezerra et al.,

2021).
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3.2.6. Impact de ’Azadirachtine (Neem) sur la Santé
3.2.6.1. Impact du Neem sur le Foie

Deng et al. (2013) se sont penchés sur I'administration orale d'huile de neem chez des rats et des
souris sur une période de 28 jours. Leur étude a révélé des aspects physiologiques, montrant
l'absence de différences significatives dans le poids relatif du foie malgré des doses variées.
Cependant, des variations spécifiques ont été observées avec l'extrait de feuille de neem en

seulement sept jours.

3.2.6.2. Effets de I'Extrait d'Azadirachta indica sur les Paramétres Hématologiques

Ezeigwe et al. (2020) ont exploré¢ les effets de l'extrait d'Azadirachta indica sur les parametres
hématologiques chez des rats diabétiques. Leur étude a mis en évidence des changements
physiologiques significatifs, notamment une augmentation de la concentration d'hémoglobine,

du nombre de globules rouges et des plaquettes.

3.2.6.3. Potentiel Antioxydant de I’Azadirachtine

L'évaluation des effets antioxydants des extraits de feuilles d'Azadirachta indica a révélé, a la
lumiere de recherches approfondies, des niveaux Iégérement accrus de MDA
(malondialdéhyde), un marqueur de stress oxydatif, mais a également mis en évidence une
augmentation significative de l'activité des enzymes antioxydantes. Ces résultats suggerent des
réponses physiologiques complexes associées aux propriétés antioxydantes de cette plante

(Dallaqua et al., 2012).

Par ailleurs, une étude menée par Christian (2019) a examiné en détail le potentiel antioxydant
de 1'Azadirachtine et son impact sur la survie cellulaire dans des conditions de stress
inflammatoire et oxydatif séveére. Les conclusions de cette recherche soulignent les réponses
physiologiques spécifiques induites par 1'Azadirachtine dans des situations de stress, mettant
ainsi en évidence le potentiel bénéfique du Neem et de ses dérivés dans des contextes li€s a

I'inflammation.

3.2.6.4. Effets sur la fonction rénale
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Une ¢étude épidémiologique suggere que l'exposition chronique a des pesticides, dont
I'Azadirachtine, pourrait contribuer a la néphrotoxicité chez les agriculteurs (Belanger, 2020).
L'exposition a des substances toxiques, y compris les métabolites toxiques, a été identifiée
comme une cause potenticlle de dommages rénaux, les reins étant essentiels a la
multifonctionnalité du corps, notamment dans 1'¢limination des déchets sanguins, 1'équilibre des
fluides et d'autres fonctions cruciales. Des études, telles que celle menée par Ali, (2012), a
examiné les effets de doses variables d'Azadirachtine sur des rats males pendant une période de
90 jours. Ces recherches ont révélé des changements significatifs dans les parametres rénaux et
la structure histologique, soulignant la susceptibilit¢ des reins aux effets néfastes de
I'Azadirachtine. De plus, 1'é¢tude d'El-Naggar ef al. (2017) sur des souris males a rapporté une
augmentation significative de la concentration d'urée dans le sérum a une dose de 350 mg/kg
d'Azadirachtine, accompagnée de dégénérescence cytoplasmique et de nécrose cellulaire rénale.
Des recherches chroniques sur des souris males et femelles, ainsi que des essais sur des rats
males, ont également réveélé des changements histopathologiques dans les reins, particuliérement
a des concentrations supérieures. Les résultats de Ravindranath (2011) ont complété ces
constatations, indiquant des altérations dans les taux sériques de créatinine, d'urée et d'acide
urique chez les rats males exposés a I'Azadirachtine. La créatinine, I'urée et 1'acide urique sont
des marqueurs couramment utilisés pour évaluer la fonction rénale, et des niveaux élevés de ces
composés peuvent indiquer des problémes potentiels dans la santé rénale et mettent en avant des

aspects physiologiques qui pourraient étre affectés par cette substance (Dafalla ez al., 2015).

3.3. L’ail

3.3.1. Description botanique

L'ail (Allium sativum) est une plante herbacée vivace reconnaissable par ses feuilles longues et
étroites qui émergent d'un bulbe composé de plusieurs caieux. La plante produit également une
hampe florale appelée "scape", portant une inflorescence sphérique composée de petites fleurs

blanches ou rosées (Murkute, 2022).

3.3.2. L’histoire de I’ail

Il est cité dans la bibliographie que l'ail est originaire des montagnes de Tien Shan, situées entre

la Chine actuelle, le Kazakhstan et le Kyrgyzstan, en Asie centrale (Birlouez, 2020). Ensuite, les
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humains I'ont répandu partout sur la planéte, en commengant par la Chine, la péninsule coréenne
et I'Inde (Pham, 2009). Entre 2600 et 2100 avant notre €re, les sumériens se procuraient de 1'ail
de Chine pour soigner diverses affections allant des rhumatismes aux hémorroides (Vignes et
al., 2022). 11 poursuivit son voyage dans le monde et a découvert des gousses d'ail dans des

endroits tels que la tombe de Toutankhamon et le Sérapéum de Saqqarah (Amzali Sedda, 2018).

En Gréce antique, il a été employé en tant que médicament, en tant que présent aux dieux ou
encore en tant que motivation avant les batailles. Il a été utilisé par les Romains pour traiter les
morsures de serpent, l'impuissance et la fieévre (Vignes et al, 2022). Au moyen-age, ces
connaissances seront perdues en Europe, tandis que les physiciens arabes les remettront au gott

du jour. Il sera ensuite largement employé dans la cuisine italienne et frangaise (Astrodoc,

2014).

Les plus anciens traitants médicaux trouvés a ce jour, les papyrus médicaux vieux de 3500 ans,
contiennent la premiére trace écrite de 'ail. Les manuscrits d'Ebers, du nom de leur acheteur et
traducteur, leur sont attribués. Les manuscrits sont écrits a I'aide d'un alphabet appelé hiératique,

qui est basé sur la simplification des hiéroglyphes (Astrodoc, 2014).

Figure 07. Un des fragments ou il est fait mention de I’ail (surligné en clair)
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Figure 08. Ail en hiératique

3.3.3. Description de lail, Allium sativum

La famille des Alliacées compte une plante aromatique et herbacée appelée Allium sativum.
Malgré ses nombreux traits, il appartient a la famille la plus vaste de plantes a fleurs, mais sa
composition est complexe. En grande quantité, 1'ail est cultivé sur les cinq continents. Plusieurs
¢tudes ont également démontré que l'ail peut étre cultivé dans n'importe quel type de sol, que ce
soit en Asie ou en Méditerranée, ou il n'y a pas de basses températures pendant I'hiver.
Cependant, pendant sa croissance. En raison de sa résistance aux conditions défavorables
comme le froid et la sécheresse, il a besoin d'une période froide pour se développer. La mi-aott
est la période ou l'ail est récolt¢ manuellement ou a l'aide d'une lame de tracteur. Sur la base
d'une variété d'indications et de résultats, l'ail a été¢ découvert pour étre utile dans la prévention
d'une variété¢ de maladies, y compris les troubles cardiovasculaires, il est donc essentiel de créer

et de promouvoir des herbes médicinales et des aromathérapies (Ghesquiere, 2016).

3.3.4. Composition de I’ail

La composition de l'ail est assez complexe et comprend plusieurs composés biologiquement

actifs. Voici une liste des principaux composants de I'ail Martins et al., 2016)

e Alliine : L'alliine est un composé soufré¢ présent dans I'ail cru. Lorsque 1'ail est coupé ou
¢écrasé, l'alliine est converti en allicine par I'enzyme alliinase (Voca et al., 2021).

e Allicine : L'allicine est un composé¢ soufré instable et fortement odorant. On pense que
c'est I'un des principaux responsables de I'odeur distinctive de I'ail et de certaines de ses
propriétés antimicrobiennes (Rauf et al., 2022).

e Ajoéne : L'ajoéne est un composé organosulfuré formé a partir de plusieurs composés de
l'ail. 11 est étudié pour ses propriétés antiplaquettaires et antithrombotiques (Gambogou
et al., 2019).

e Sulfures organiques : L'ail contient divers sulfures organiques, tels que le diallyl sulfure,
le diallyl disulfure, et le diallyl trisulfure. Ces composés contribuent également aux

propriétés bénéfiques pour la santé (Martins ef al., 2016).
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e Composés soufrés volatils : Ces composés se forment lorsque des composés
organosulfurés sont libérés lors de la découpe ou de I'écrasement de l'ail (Rauf et al.,
2022).

e Composés phénoliques : L'ail contient des composés phénoliques, tels que les
flavonoides et les acides phénoliques, qui ont des propriétés antioxydantes (Bar et al.,
2022).

e Vitamines et minéraux : L'ail est une source modérée de vitamines et de minéraux,
notamment la vitamine C, la vitamine B6, le mangan¢se, le sélénium, et l'antioxydant
quercétine (Bar et al., 2022).

e Composés organiques variés : L'ail renferme aussi d'autres composés organiques, tels
que des polysaccharides, des stéroides, des lectines, et des coposés azotés (Rauf et al.,

2022).

Il est important de noter que la composition spécifique de 1'ail peut varier en fonction de facteurs
tels que la variété d'ail, les conditions de croissance. Les composés soufrés, en particulier, sont
souvent associés aux propriétés antimicrobiennes, antioxydantes, et autres bienfaits pour la santé

(Martins et al., 2016).

3.3.5. Le mécanisme d’action

L'ail (Allium sativum) est connu depuis longtemps pour ses propri€¢tés antimicrobiennes, y
compris son activité antifongique (Colin, 2016). L'efficacité antifongique de 1’ail est attribuée
principalement griace a des composés bioactifs tels que l'allicine et I'ajoene. Ces substances
soufrées agissent en perturbant les membranes cellulaires des champignons, altérant leur
structure et entralnant une fuite de composés essentiels. De plus, elles inhibent des enzymes clés
nécessaires aux processus métaboliques des champignons, compromettant leur croissance et leur
reproduction. L'ail peut également stimuler le systéme immunitaire, renforcant ainsi la capacité
de l'organisme a combattre les infections fongiques (Colin, 2016). Bien que la recherche soit en
cours pour comprendre pleinement ces mécanismes, l'ail est souvent considéré comme un

complément antifongique naturel.
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3.3.6. Propriétés insecticides, nématicides et fongicides des extraits d'ail

Les extraits d'ail sont efficaces contre une variété d'insectes, notamment le puceron des céréales,
le criquet pélerin, la teigne de la pomme de terre, les larves de doryphore, les moustiques, les
puces, la mouche domestique et le dermeste des grains. Ils agissent également contre les
coléopteres des stocks tels que le petit ver de la farine et le charangon du mais. En outre, 'ail
montre une activité ovicide sur certaines espeéces de punaises et de noctuelles, et il est toxique
pour la mouche du vinaigre (Auger & Thibout, 2002). De plus, des extraits d'ail ont des effets
nématicides sur le nématode Meloidogyne incognita, et ils ont également des propriétés
répulsives contre l'acarien Tetranychus urticae. En ce qui concerne les effets fongicides, les
composés sulfurés de 1'ail sont efficaces contre divers champignons phytopathogénes tels que
Fusarium oxysporum, Verticillium albo-atrum et Phytophthora infestans, mais ils peuvent
stimuler la multiplication de certains champignons comme Sclerotium cepivorum (Arnault et

al., 2005).

3.3.7. Toxicocinétique

La toxicocinétique de 1'ail est un sujet complexe en raison de la diversité des composés présents
dans l'ail et de leurs interactions avec le corps humain (Wang et al., 2017). Lorsqu'il est
consommeg, l'ail libére une variété de composés bioactifs, notamment des composés soufrés tels
que l'allicine, l'alliine et le sulfure d'allyle, ainsi que des antioxydants comme les flavonoides et
les composés phénoliques (Sato et al., 2020). Ces composés sont absorbés au niveau de
l'intestin gréle, ou ils peuvent subir un certain degré de métabolisme avant d'étre distribués dans

tout le corps via la circulation sanguine (Mahdavi-Roshan et al., 2017).

Une fois dans le corps, les composés de 1'ail peuvent interagir avec divers systeémes biologiques
(Wu et al., 2016). Les composés soufrés peuvent étre métabolisés dans le foie en plusieurs
métabolites, certains ayant des activités biologiques distinctes de leurs précurseurs (Shang et
al., 2019). Ces métabolites peuvent alors étre distribués dans les tissus corporels ou ils peuvent
exercer leurs effets bénéfiques, tels que des propriétés anti-inflammatoires, antimicrobiennes et

antioxydantes (Wu et al., 2016).
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En ce qui concerne l'excrétion, une partie des composés de 1'ail et de leurs métabolites peuvent
étre excrétés dans l'urine via les reins, tandis que d'autres peuvent étre excrétés dans la bile et

¢liminés dans les selles (Scheffler et al., 2016).
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Figure 09. La toxicocinétique de l'ail (Ansary et al., 2020).

SAMC

3.3.8. Effets diversifiés de 1'Ail sur la Santé
3.3.8.1. Les effets toxiques d’ail

Des ¢études ont mis en évidence l'existence d'une toxicité aigué et chronique chez les animaux
exposés a des doses extrémement ¢levées de préparations d'ail. Néanmoins, des études
toxicologiques sur l'extrait d'ail ont révélé qu'a des doses fortes (>10 g par jour). Concernant la
DLso pour les composés de 1’ail, il est cité que la dose toxique pour des souris d'allicine chez les
souris est évaluée a 363 mg/kg pour les femelles et 309 mg/kg pour les males, Le diallyl
disulfite est de 130 mg/kg chez les femelles et de 145 mg/kg chez les males. Alors que La DLs
pour S-Allyle cystéine est estimée a 9390 mg/kg pour les femelles et a 8890 mg/kg pour les

males.

L'ail peut causer de graves brilures cutanées (Colin, 2016). Une recherche menée sur leurs
effets sur les paramétres biochimiques, des rats Wistar males adultes ont été traités avec une

dose d'extrait aqueux d'ail de (p/p) 2 % pendant 4 semaines, a montré que le poids corporel de
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tous les groupes traités par I’ail a significativement augmenté, avec une baisse significative des
concentrations de glucose, le cholestérol total sérique et la phosphatase alcaline sérique (Ahmed

& Sharma, 1997).

3.3.8.2. Propriétés Antioxydantes

L'ail se révele comme une plante aux multiples bienfaits, avec des propriétés antioxydantes,
protectrices contre le stress, et des impacts positifs sur des aspects spécifiques de la santé, tels
que la fonction hépatique et reproductive Lotfi er al. (2021). L'extrait aqueux de feuilles I’ail
induit des niveaux plus élevés de MDA, mais également une augmentation de l'activité

antioxydante (Noori et al., 2012).

3.3.8.3. Survie Cellulaire en cas de Stress

L'extrait d'ail, a démontré la capacité d'augmenter la survie cellulaire en conditions de stress
inflammatoire et oxydatif séveére (Noori ef al, 2012), protégeant les cellules contre les

altérations métaboliques et moléculaires (Christian 2019).

3.3.84. Effet de I’ail sur la fonction hépatique

Des études approfondies portant sur l'activité enzymatique antioxydante de 'extrait aqueux d'ail
ont révélé des résultats significatifs quant a son impact spécifique sur le foie. Dans une
recherche menée sur des rats males Wistar albinos, I'administration de l'extrait aqueux d'ail a

abouti a des réductions significatives de la masse hépatique (Noori et al., 2012).

Une étude antérieure, menée sur des souris, a examiné l'efficacité d’un des composés de I’ail,
l'allicine afin d’améliorer D’activité hépatique. Les résultats ont démontré une réduction
significative du taux plasmatiques d’AST (aspartate aminotransférase) et ALT (alanine
aminotransférase) provoqués par I'administration d’un médicament antipyrétique et analgésique
l'acétaminophene, suggérant un effet protecteur de l'allicine contre les dommages hépatiques. En
outre, l'allicine a contribué a atténuer 'hépatomégalie, une augmentation anormale de la taille du

foie (Colin, 2016).

Une autre étude, également réalisée par Colin en 2016, s'est concentrée sur l'effet d'un extrait de
I’ail sur la fibrose hépatique chez des rats présentant des obstructions biliaires pendant 28 jours.
Les résultats ont démontré que I'extrait d'ail avait une incidence favorable en réduisant les taux
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sériques d'enzymes hépatiques telles que 1'ALT, I'AST, et la lactate déshydrogénase (LDH) par
rapport a un groupe de rats non traités souffrant de fibrose hépatique. De plus, 1'ail a contribué a
inhiber l'augmentation de la teneur en collagéne hépatique, suggérant un potenticl bénéfique

dans la modulation des processus associés a la fibrose hépatique.
3.3.8.5. Effet de I’ail sur les parametres hématologiques

La modulation de I'hématotoxicité induite par le diazinon chez les rats a I'aide d'huile d'ail a été
explorée (Hassouna et al., 2015), montrant un potentiel bénéfique dans la protection contre les

effets néfastes de la substance toxique utilis¢ (Hassouna et al., 2015).

3.3.8.6. Effets sur la Fonction de la reproduction

Des effets bénéfiques de 1'ail ont été observés, notamment une augmentation du poids des
testicules, indiquant un impact potentiellement positif sur la fonction reproductive. L'ail a
¢galement montré des caractéristiques protectrices contre le stress oxydatif et des améliorations
dans la spermatogenese, soulignant son potentiel en tant qu'agent antioxydant et protecteur de la

santé reproductive (Ghalehkandi, 2018).
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Matériel et Méthodes
1. Les animaux

Dans notre étude, des rats males de la souche Wistar, provenant de I'Institut Pasteur d'Alger, ont
été utilisés. Ces rats avaient un poids d'environ 160 g et étaient agés d'environ 3 mois. Les
animaux ont été logés dans l'animalerie du département de Biologie, Faculté des Sciences de
I'Université Badji Mokhtar-Annaba. Les animaux ont été soumis a une période d'adaptation de
plus de 15 jours dans les conditions naturelles de l'animalerie, température, photopériode et
humidité. Les cages ont été nettoyées et le lit a été changé tous les 2 jours. Les animaux ont eu
un acces libre a I'eau, et tous les groupes de rats ont été alimentés avec la méme quantité
d'aliment commercial sec sous forme de croquettes qui ont été broyés, composées
essentiellement de mais, d'orge, de soja, de minéraux, de vitamines provenant de l'unité de l'est

de l'alimentation du bétail & Oued Fragha, Guelma, en Algérie.
1.1. Classification des animaux

Tableau 01. Classification des animaux (Fischer, 1803)

Régne Animalia
Embranchement Chordata
Classe Mammalia
Ordre Rodentia
Famille Muridae
Genre Rattus Rattus

1.2. Choix des pesticides et des doses utilisés

Le choix des pesticides a tester était la premiere étape de notre travail. Au début de la présente
étude, nous avons choisi de tester les pesticides chimiques et végétaux les plus couramment

utilisés dans le domaine de l'agriculture

Pour connaitre les produits les plus utilisés réellement, nous avons effectué une enquéte sur
terrain aupres d'agriculteurs et des vendeurs des produits phytosanitaires dans la région de

Annaba (El-Hadjar, Ben M'hidi, Dréan et Besbes) ainsi que la maison de I'agriculture d'Annaba
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et la direction des services agricoles d'El-Tarf. Nous avons choisi trois pesticides. Deux
insecticides (un insecticide chimique) Imidaclopride et un bio insecticide commercialisé
d'origine végétale), Azadirachtine et un fongicide végétal (biofongicide extrait de plante),

I’extrait aqueux de I’ail Tableau (02).
1.3.Classification et propriétés physicochimiques des pesticides utilisés

Tableau 02. Propriétés physicochimiques de 1’Imidaclopride (EFSA, 2008)

Famille Néonicotinoides

Classe

Poids moléculaire (g/mol) 255.7 255.7
613 a 20°C (eau deminéralisée,
pH5.5)

Hydrosolubilité (mg/L) 607 4 20°C et pH 4
a20°Cetp

601 a20°CetpH9
Pression de vapeur (Pa) 4.10-10a20°C9.10-10a 25 °C
Constante de Henry (Pa.m3/mol) 1.7.10-10a 20 °C

Log du coefficient de partage Octanol-eau (log

0.57 a 21 °C (eau déminéralisee)
Kow)

Coefficient d’adsorption (carbone organique)

225 (109-411)
(Koc) (L/kg)

DL50 (mg/kg) 450
Dose utilisée en agriculture (ml/ha) 250 (50 g/ha)
N/NOZ
Structure chimique (Ahmari et al., 2018) NZ" | N/kNH
o X
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Tableau 03. Structure et caractérisation de I’ Azadirachtine (Schmutterer, 1995 ; Puri, 1999)

Ordre Rutales

Sous ordre Rutineae
Famille Meliaceae
Sous famille Melioideae
Genre Azadirachta
Espéce Azadirachta indica

Structure chimique

Formule

DL50 (mg/kg) (Crop Protection Handbook,
2005)

>5000

Dose utilisée dans I’agriculture (ml/ha)

125 (4g/ha)

Tableau 04. Classification de l'ail (A//ium sativum) (Al-Zahim et al., 1997)

Regne Plantae

Division Magnolipophyta
Calsse Liliopsida (Monocotylédones)
Ordre Asparagales

Famille Amaryllidaceae
Genre Allium

Espéce Allium sativum

DL50 (g/kg) (Gatsing et al., 2005)

32
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Tableau 05. Doses létales des pesticides utilisés

Pesticide Nature/Origine DL Référence
Imidaclopride Chimique 450 mg/kg (Seyler, 1994)
i ioi (Crop Protection

Azadirachtine BlOpGSthl'de >5000 mg/kg P

commercial Handbook, 2005)
L’extrait aqueux de Biopesticide

32g/kg (Gatsing et al., 2005)

Pail : Allium sativum Naturelle

1.4. Extraction aqueuse de D’ail, Allium sativum (Selon Okombe Embeya et Nzuzi
Mavungu (2019),

Le processus de fabrication de l'extrait aqueux d'ail consiste a peser les bulbes d'ail épluchés et a
les broyer a l'aide d'un broyeur électrique. La mouture a été mélangée a grande vitesse avec un
agitateur en agitant 100 ml d'eau distillée pendant 15 minutes, puis agitée pendant 24 heures pour
macérer. Apres il a été filtré a I'aide du papier Wattman numéro 3, l'extrait aqueux d'ail a été
récupéré et gardé au réfrigérateur a une température de 3 °C (plus ou moins 1 °C) pour étre

utiliser ultérieurement
1.5. Traitement des rats

A la fin de la phase d'adaptation, les animaux ont été organisés en sept (7) groupes, chaque groupe
comprenant huit (8) rats, les groupes des rats ont été traités dans I’alimentation pour une période de
6 semaines comme suit :

G1 T : un groupe témoin.

Deux groupes ont été traités avec 1’Imidaclopride aux doses de :

G2 IMD1 : 1/30 de la DL50

G3 IMD1 : 1/15 de la DL5O0.

Deux groupes ont été traités par 1’ Azadirachtine aux doses de :

G4 AZD1 : 1/30 de la DL50.

G5 AZD?2 : 1/15 de la DL50.

Deux groupes ont été exposés a des doses de I'extrait aqueux d'ail (Allium sativum) :

G6 ALDL1 : 1/30 de la DL50.

G7 1LD2 : 1/15 de la DL50.
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1.5. Prélevement des échantillons
A la fin du traitement, la masse corporelle des animaux des différents groupes a été pris. Les
organes de chaque animal ont été extraits et pesés soigneusement avec une balance de précision.
Le sang a ¢été prélevé dans des tubes secs et des tubes héparines. Le sperme a été recueilli a
partir de la queue de I'épididyme. Une fois les organes débarrassés de leurs tissus adipeux, ils
ont été ensuite séchés et pesés pour obtenir leur poids absolu. Les organes sont stockés a une
température de -20 °C.
1.6. Prélévement du sang
Le sang a ¢été recueilli immédiatement apres décapitation, trois tubes pour chaque animal, un
tube héparine, un tube EDTA et un tube sec :
* Les tubes héparines : ils ont été centrifugés a 5000 tours/min pendant 15 minutes. Le
plasma récupéré est utilisé¢ pour doser les paramétres biochimiques.
* Les tubes EDTA : utilisé pour la mesure des parametres hématologiques, y compris la
formule de sanguine numérique (FNS).
* Le tube sec : Aprés centrifugation pendant 15 minutes a 5000 tours par minute, le sérum
a ¢été extrait et conservé a une température de -20 °C en vue du dosage hormonal

(testostérone). Le protocole expérimental utilisé est décrit dans la figure (10) :
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Protocole expérimental
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Figure 10. Schéma du protocole expérimental.

42 |Page



MATERIEL ET METHODES

2. Méthodes utilisées pour le dosage
2.1. Etude de la biologie du sperme

% Notions de CASA:
CASA (Photo 03) est ’acronyme de «Computer-Assisted Semen Analysis » en Anglais qui peut
se traduire en frangais par systéme informatisé d’analyse de sperme. Il constitue un outil qui est
de plus en plus intégré dans les laboratoires de biologie médicale, permettant la réalisation de
spermogrammes. Cet appareil facultatif est surtout utile dans les centres effectuant un grand
volume d’analyses ou les centres spécialisés de fertilit¢ (OPTMQ, 2016). Le systeme CASA est
constitué¢ d'un microscope optique, d'une caméra et d'un processeur (ordinateur). Les plus
récents appareils permettent la mesure et le calcul de nombreux paramétres du spermogramme :
la motilité, la concentration des spermatozoides, les caractéristiques morpho métriques (telle la
longueur, la largeur, le périmetre et surface de la téte, la longueur du flagelle) et les anomalies

morphologiques (flagelle enroulé, cassé, vacuoles) (Boukharouba et Jindli, 2019)

Photo 3. Sperm Class Analyser (SCA)

2.1.1. Evaluation de la concentration et la mobilité des spermatozoides

Les spermatozoides mobiles sont analysés en suivant la trajectoire du sperme et la vitesse. Les
résultats, comprenant tous les paramétres cinématiques du CASA, sont présentés question de
secondes. Les spermatozoides mobiles sont analysés en suivant la trajectoire du sperme et la
vitesse. Il est possible de sauvegarder les données détaillées (tous les parametres analysés) de

chaque spermatozoide dans la base de données ou les exporter directement a Microsoft Excel.
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2.1.1.1. Evaluation de La concentration spermatozoides

La concentration représente le nombre de spermatozoides par millimétre cube (mm?®) ou par

millilitre (ml) dans un échantillon de sperme.
2.1.1.2. Evaluation de la mobilité des spermatozoides
- Matériel :

Microscope NIKON® ECLIPSE Ci a contraste de phase et avec fluorescence (objectif x10 et
x20),

Une platine motorisée PRIOR® OptiScan I,

Une platine minitub® et le systéme d’exploitation SCA® Microptic S.L.

Les mouvements des spermatozoides seront détectés par le systeme et suivis individuellement.

Pratiquement, un échantillon est déposé sur une cellule (12 pum) dont la profondeur ne doit pas
étre excessive afin de faciliter la mise au point du microscope. Tous les mouvements et les
analyses sont enregistrés par la caméra en fonction de la mobilité (MOT), la vitesse curviligne
(VCL), la vitesse lineaire (VSL), la linéarité (LIN=VSL/VCL) et le déplacement latéral de la téte
(ALH) (Figure 08) (Olivier & Salson, 2008).

VCL= curvilinear velocity
VSL VSL= straight-line velocity

A VAP= average path velocity

BCF= beat cross frequency

ALH= lateral head displacement

LIN= linearity, VSL/VCL

STR= straightness, VSL/VAP

Figure 11. Les paramétres de la vélicité du sperme (vélocité curvilinéaire (VCL), la vélocité
linaire (VSL), la vélocité moyenne du trajet (VAP), I'amplitude du déplacement latéral de la
téte (ALH) et la fréquence a laquelle la téte traverse le point milieu de la trajectoire (BCF)
(Luconi et al., 2006)
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2.1.2. Vitalité des spermatozoides

Test de gonflement hypo osmotique

Ce test est effectué pour étudier les changements morphologiques de la queue des
spermatozoides en examinant la vitalité et I'intégrité membranaire.

Préparation de la solution utilisée

Dissoutrez 0,367 grammes de citrate de sodium (Na3C6H307 ; 2H20) et 0,675 grammes de
fructose dans 50 millilitres d'eau distillée. Apres cela, placez-le au congélateur pendant dix
minutes (Jeyendran, 1984). Aprés la décongélation, bien il faut bien mélanger la solution avant
I'utilisation.

Mode de travail

Mettre un millilitre de la solution dans un bain marie a 37 degrés Celsius dans un tube
Eppendorf fermé pendant 3 minutes. Ensuite, 0,1 ml de sperme est ajouté et on laisse incuber
pendant 30 minutes a 37 °C.

Aprés observation au microscope a l'objectif [X40], on procéde au calcul du pourcentage des
spermatozoides qui ont des anomalies au niveau du flagelle sur le nombre total de spermatozoides
(OMS, 1993).

3O
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Figure 12. Caracterisation des malformations morphologiques des spermatozoides apres
I’exposition a un stress hypo osmotique
N : Il n’y a pas de malformation au niveau de flagelle = spermatozoide normale
A : La présence d’un petit nceud au niveau du flagelle = Malformation légere
B : L’atteinte de la pi¢ce intermédiaire par un nceud typique = Malformation importante

C : L’atteinte de la tete du spermatozoide par un grand nceud = Malformation trés importante
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2.2. Réalisation de la formule de numération sanguine (FNS)

La formule de numération sanguine (FNS) a été effectuée a I’aide d’un automate hématologique
de marque ABACUS 4. Le dosage commence lors du placement de tube contenant le sang dans
l'appareil, les résultats seront affichés sur I'écran et imprimés aprés 2min. Les paramétres
hématologiques mesurés incluent les globules rouges (GR), les globules blancs (GB),

I'hémoglobine (Hb), 'hématocrite (HTC) et les plaquettes (Plt)
2.3. Dosage hormonal

Le principe de compétition est la base du test immuno-enzymatique sur phase solide (ELISA).
Les sites de fixation des anticorps revétus dans les puits sont compétitifs entre la quantité fixe
d'antigénes associés a une enzyme et la quantité inconnue d'antigenes dans I'échantillon. Les

puits seront lavés apres l'incubation pour empécher la compétition.

L'intensité de la couleur générée aprés la réaction avec le substrat est inversement
proportionnelle a la quantité d'antigene présente dans 1'échantillon. La courbe étalon peut étre

utilisée pour calculer directement les résultats des échantillons.

Calcul des résultats

Sur un papier graphique semi-logarithmique ou par le biais d'une méthode automatisée, les
densités optiques (DO) des étalons sont représentées en fonction de leurs concentrations (axe X,
logarithmique). Une analyse efficace est obtenue par l'utilisation de méthodes telles que le
cubicspline, la Logistics a 4 parameétres ou le Logit-Log. Pour calculer la courbe des étalons,
chaque signal des étalons est pris en compte. En cas de détection d'une valeur erronée résultant

d'un double dosage, elle peut étre négligée et remplacée par une valeur plus plausible.

La concentration des échantillons peut étre déterminée en utilisant la courbe étalon.
Conformément aux préparations préalables au test, les échantillons avec une concentration
excédant celle de 1'échantillon le plus concentré doivent étre dilués et soumis a un nouveau test.
Les résultats des échantillons préalablement dilués doivent étre multipliés par le facteur de

dilution. Les concentrations seront exprimées en ng/ml.
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2.4. Dosage des parametres biochimiques

Au laboratoire (HIKMA) d'Annaba, les paramétres biochimiques sont mesurés a l'aide d'un
systtme (MINDRAY BS-240). Les méthodes enzymatiques sont utilisées pour examiner les
niveaux d'urée, de créatinine (Créat), d'acide urique (AU), de phosphatase alcaline (PAL),
d'aspartate aminotransférase (ASAT), d'alanine aminotransférase (ALAT), d'albumine (Alb) et

de protéine totale (PT).

2.4.1. Dosage de I’urée
> Principe : La détermination du taux de l'urée a été effectuée a l'aide de la méthode enzymatique

qui utilise l'uréase et expliquée selon la réaction suivante :

Urée + H20 Uréase (NH4)2 + CO2
—
NH4" + Salicylate+ Na C10 Nitroprusside Indophénol

La réaction des ions d'ammonium avec le salicylate et I'hypochlorite de sodium forme un
complexe de couleur verte, L'intensité de couleur du complexe vert ainsi formé est
proportionnelle a la concentration d'urée présente dans I'¢chantillon de sérum (Fawcett & Scott,
1960).

» Reéactifs
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Réactif 1 : Phosphate pH 6,7 50 mM/L
Tampon EDTA 2 mM/L
Salicylate de sodium 400 mM/L
Nitroprussiate de sodium 10 mM/
Réactif 2 : Hypochlorite de sodium (NaClO) 140 mM/L
NaClO Hydroxyde de sodium 150 mM/L
Reéactif 3 : Uréase 3000 U/L
Enzymes
Urée calibration Urée aqueuse (standard) 50 mg/dL

Réactif de travail : Dissoudre un comprimé de Substance R3 dans un récipient contenant la

Solution R1, puis agiter doucement.

Mode opératoire :

Blanc Etalon Echantillon
Réactif de travail 1.0 1.0 1.0
(ml)
Etalon (uL) - 10 -
Echantillon (nL) - - 10

Agiter et laisser reposer pendant 10 minutes a une température ambiante comprise entre 15 et
25°C.

Blanc Etalon Echantillon
R2 (ml) 1.0 1.0 1.0

Agiter vigoureusement et incuber pendant 10 minutes a température ambiante (15-25°C).
Mesurer l'absorbance (A) des échantillons et de I'étalon par rapport au blanc a une longueur
d'onde de 580 nm. La stabilité de la couleur est maintenue pendant une période de 30 minutes a

une température de 15 a 25°C.
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(A) Echantillon
Urée (mg/dl) = x 50 (Concentration de du calibrateur)
(A) Etalon

2.4.2. Dosage de la créatinine

» Principe : L'expérience repose sur la réaction de la créatinine avec le picrate de sodium, telle
que décrite par Jaffer. La créatinine réagit avec le picrate alcalin pour former un complexe
rouge. La durée de I'essai est sélectionnée de maniére a éviter toute interférence avec d'autres
composants du sérum lors des mesures. L'intensité de la couleur observée est directement

proportionnelle & la concentration de créatinine dans I'échantillon (Murray, 1984).

Créatinine + picrate alcalin Ph alcalin . Complexe créatinine-picrate
> Réactif :
Réactif 1 : Acide picrique 17,5 mM/L
Réactif picrique
Réactif 2 : Hydroxyde de sodium 0,29 mM/L
Reéactif alcalin
Creéatinine calibrateur Créatinine aqueuse 2 mg/DI
(standard)

Réactif de travail : Combinez un volume du réactif 1 avec un volume du réactif 2. Le réactif de
travail reste stable pendant une période de 10 jours a une température comprise entre 15 et 25°C.

» Mode opératoire :
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Blanc Etalon Echantillon
Reéactif de travail (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (nL) - 100 -
Echantillon (uL.) - - 100

Combinez les éléments, démarrez le chronomeétre. Mesurez la densité optique (Al) a 492 nm
apres 30 secondes, puis la densité optique (A2) apres 90 secondes.

» Calcul de la concentration : la concentration de la créatinine a été calculée en utilisant
la formule suivante :

(AA) Echantillon-(AA) Blanc

Créatinine (mg/dL) = X 2 (Concentration de calibrateur)
(AA) Etalon-(AA) Blanc

(AA) =A2-A1

2.4.3. Dosage de I’acide urique

» Principe
L'uricase catalyse lI'oxydation de I'acide urique en allantoine et peroxyde d'hydrogene (2 H202).
Sous l'influence de la peroxydase, du 4-aminophénazone (4-AP) et du 2-4 dichlorophenol-

sulfonate (DCPS), cela conduit a la formation d'un composé rouge de quinone imine, comme
décrit par les réactions suivantes :

Acide urique +2 H:0 Uricase Allantoine + CO: +2 H:O2
a —
2 H202 + Aminophenazone + DCPS Peroxvdase Quinone imine +4
—.%

La concentration en acide urique dans I'échantillon est proportionnelle a l'intensité de la
coloration rouge créée (Schultz, 1984).

» Reéactifs
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Réactif 1 : Phosphate pH 7,4 50 mM/L
Tampon 2—4 dichlorophénol sulfonate (DCPS) | 4 mM/L
Réactif 2 : Uricase 60 U/L
Enzymes Peroxydase (POD)

Ascorbate oxydase

4-Aminophenazone (4-AP)
Acide urique calibrateur Acide urique aqueux (standard) 6mg/dL

Réactif de travail : Suspendre le contenu d'un flacon R2 dans un flacon R1. Homogénéiser

complétement. La couleur demeure constante pendant une demi-heure.

Blanc Etalon Echantillon
Réactif de travail (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (uL) - 25 -
Echantillon (nL) - - 25

» Calcul de la concentration : la concentration en I’acide urique a été calculée en utilisant

la formule suivante :

(A) Echantillon

Acide urique (mg/dL) = x 6 (Concentration du calibrateur)

(A) Etalon

2.4.4. Dosage de I’aspartate aminotransférase (ASAT)

» Principe : L'enzyme aspartate aminotransférase (ASAT), aussi appelée glutamate
oxaloacétate transaminase (GOT), facilite le transfert réversible d'un groupe aminé de
I'aspartate vers le cétoglutarate, engendrant la production de glutamate et d'oxaloacétate.
La malate déshydrogénase (MDH), accompagnée du cofacteur NADH+H+, joue un role

dans la réduction de l'oxaloacétate en malate :

Aspartate + a-cétoglutarate AST s Glutamate + oxaloacétate
Oxaloacétate + NADH + H* MDH : Malate + NAD*
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La vitesse de décroissance de la concentration de NADH+H+, mesurable par photométrie, est

directement proportionnelle a l'activité catalytique de I'aminotransférase aspartate (Murray,

1984).
» Reactif
Réactif 1 : TRISpH 7,8 80 mM/L
Tampon L-Aspartate 200 mM/L
NADH 150000 U/L
Réactif 2 : Lactate déshydrogénase 0,18 mM/L
Substrat (LDH) 800
Malate déshydrogénase uU/L
(MDH) 600 U/L
a-cétoglutarate 12 mM/L

Réactif de travail : Dissoudre le contenu d'un comprimé de R2 dans un flacon de R1 et
homogénéiser. Ce réactif demeure stable pendant 21 jours a une température de 2-8°C ou 72
heures a une température de 15-25°C.

» Mode opératoire

Réactif de travail (ml) 1.0
Echantillon (pL) 100

Combiner tous les composants et laisser incuber pendant une minute. Mesurer l'absorbance
initiale (A) de I'échantillon a 340 nm. Des le lancement du chronomeétre, effectuer des lectures
d'absorbance toutes les trois minutes pendant une durée de trois minutes.
Le calcul de l'activité catalytique de l'aspartate aminotransférase (ASAT) s'effectue selon la
formule suivante : Activité de I'ASAT (U/L) = AA/min x 1750.
2.4.5. Dosage de ’alanine aminotransférase (ALAT)

» Principe
La transaminase glutamate-pyruvate (GPT), également identifiée sous le nom d'alanine
aminotransférase (ALAT), facilite le transfert réversible d'un groupe aminé de l'alanine au
cétoglutarate, générant ainsi du glutamate et du pyruvate. Par la suite, la lactate-déshydrogénase
(LDH) et le cofacteur NADH interviennent pour réduire le pyruvate en lactate, selon les

réactions suivantes :
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A-cétoglutarate + L-alanine ALT E Glutamate + pyruvate
Pyruvate + NADH + H* LDH L-lactate + NAD*
E—

La vélocité de la diminution de la concentration en NADH+H+, évaluée par photométrie, est en
corrélation directe avec l'activité catalytique de I'alanine aminotransférase (Murray, 1984).

> Réactif
Réactif 1 : TRISpH 7,8 100 mM/L
Tampon L-Alanine 500 mM/L
NADH 0,18 mM/L
Réactif 2 : NADH 1200 U/L
Substrat Lactate déshydrogénase 15 mM/L
(LDH)
a-cétoglutarate

Réactif de travail : Suspendre le contenu d'un comprimé de R2 dans un flacon de R1 et agiter
doucement. La stabilité de ce réactif persiste pendant une période de 21 jours a une température
comprise entre 2 et 8°C, ou 72 heures a une température de 15 a 25°C.

Mode opératoire

Réactif de travail (ml) 1.0
Echantillon (pL) 100

Combinez les composants et incubez pendant une minute. Mesurez I'absorbance initiale (A) de
I'échantillon a 340 nm. Démarrez le chronometre et enregistrez les absorbances toutes les trois
minutes pendant une durée d'une minute d'intervalle.

» Calcul de la concentration
L'activité catalytique de I'alanine aminotransférase (ALAT) est déterminée par la formule
suivante : Activité de 'ALAT (U/L) = AA/min x 1750.

2.4.6. Dosage de la phosphatase alcaline (PAL)
» Principe
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La phosphatase alcaline (PAL) induit I'nydrolyse du p-nitrophényl phosphate a un pH de 10,4,
engendrant la libération de p-nitrophénol et de phosphate, comme illustré par la réaction suivante

p-Nitrophenylphosphate + H20 PAL . p-Nitrophenol + phosphate

La vélocité de la baisse de la concentration en NADH+H+, évaluée via photométrie, est
directement liée a I'activité catalytique de la phosphatase alcaline (Wenger, 1984).
RéactifS

Réactif 1 : Diéthanolamine (DEA) pH | 1 mM/L

Tampon 10,4 0,5 mM/L
Chloride de magnésium 10 mM/L

Réactif 2 : p-Nitophénylphosphate

Substrat (pPNPP)

Réactif de travail

Dissoudre un comprimé du réactif R2 dans un flacon contenant la substance R1 et agiter
doucement. La solution ainsi obtenue présente une stabilité de 21 jours lorsqu'elle est conservee
a une temperature de 2-8°C ou de 72 heures a une température variante entre 15 et 25°C.

Mode opératoire

Réactif de travail (ml) 1.2
Echantillon (pL) 20

Combinez les composants et laissez incuber pendant une minute. Mesurez I'absorbance initiale
(A) de I'échantillon a une longueur d'onde de 405 nm. Démarrez le chronomeétre et enregistrez
les valeurs d'absorbance toutes les trois minutes pendant une période de trois minutes.

Calcul de la concentration

L'activité catalytique de la PAL (phénylalanine ammonium lyase) peut étre calculée en utilisant
la formule suivante : Activité¢ de PAL (U/L) = AA/min x 3300.

2.4.7. Dosage de ’albumine

Principe

Lorsque l'albumine entre en réaction avec le vert de bromocrésol (BCG), un complexe coloré est

généré. Le pH de I'environnement est maintenu a 4.2 gréace a l'utilisation d'un tampon. Apres la
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période d'incubation, la mesure de l'absorbance du mélange est effectuée a une longueur d'onde
de 628 nm (Doumas, 1971).

Reactif 1 : ) 0.14g/L
Vert bromocrésol
Tampon
Tampon
] 75 mmol
Succinate pH 4,2
) 7 ml/L
Brige 35
Réactif 2 : ) ) ] 50g/L
) Sérum albumine bovin(standard)
Calibrant
» Mode opératoire
Blanc Etalon Echantillon
Reéactif de travail (ml) 5 5 5
Etalon (uL) - 20 -
Echantillon (pL) - - 20

Combinez les éléments et autorisez I'incubation pendant 5 minutes a une température de 37°C.
Procédez ensuite a la mesure des densités optiques en référence au blanc a une longueur d'onde
de 628 nm.

Calcul de la concentration

La concentration de 1’albumine a été calculée en utilisant la formule suivante :

DO Echantillon
Albumine (g/1) = x Concentration de I'étalon (50/1)
DO Etalon

2.4.8. Dosage de la Protéine totale

Une approche colorimétrique a été employée pour évaluer les niveaux de protéines. En présence
d'un milieu alcalin, les ions cuivre et les protéines générent un complexe d'une teinte bleu violet
intense. L'intensité de la couleur développée est directement liée a la concentration totale de
protéines dans I'échantillon (Koller, 1984 ; Burtis et al., 2005).
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e Reéactifs
Réactif (Biuret) Tartrate de potassium sodium 15 mmol/l
lodure de sodium 100 mmol/Il
lodure de potassium 5 mmol/l
Sulfate de cuivre 19 mmol/I
Etalon Sérum albumine bovin 7 g/dl
e Mode opératoire
Blanc Etalon Echantillon
Reéactif de travail (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (pl) -- 25 --
Echantillon () - - 25

Combiner et incuber pendant 5 minutes a 37 degrés Celsius ou 10 minutes a la température
ambiante (15 a 25°C). Les absorbances des échantillons et des étalons a 540 nm contre le blanc

réactif doivent étre étudiées. La couleur finale reste stable pendant au moins trente minutes.

e Calcul de la concentration

Le calcul de la concentration des protéines totales est effectué en utilisant la formule suivante:

DO Echantillon
Protéine totale (g/dl) = x Concentration de 1'étalon (7g/dl)
DO Etalon

2.5. Dosage des parametres du stress oxydatif

2.5.1. Préparation de I’homogénat tissulaire

Un gramme de tissu (testicule et foie) de chaque rat des différents groupes a été broyé dans 9
millilitres de solution tampon Tris (TBS). Cette solution était constituée de Tris a une

concentration de 50 mM et de chlorure de sodium a une concentration de 150 mM, avec un pH
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de 7.4. Suite a une centrifugation de la suspension cellulaire a une vitesse de 3000 tr/min

pendant une durée de 15 minutes, le surnageant a été préservé a une température de -20°C. Ce

surnageant sera utilisé ultérieurement pour évaluer les niveaux de stress oxydatif.

2.5.2. Méthode de dosage de glutathion tissulaires (GSH) (uM/mg prot)

>

Principe

Le dosage du glutathion a été réalise en utilisant la méthode de Weckbecker et Cory (1988).

Cette méthode repose sur la mesure de I'absorbance optique de l'acide 2-nitro-5-mercapturique.

Le réactif d'Ellman, lacide 5,5'-dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB), est réduit par les

groupements (-SH) présents dans le GSH (glutathion).

Mode opératoire

Prélevez 0,8 millilitres de I'nomogéne et ajoutez-y 0,2 millilitres d'une solution d'acide
sulfosalicylique (SSA) a 0,25 %.

Laissez reposer pendant 15 minutes au réfrigérateur, puis centrifugez a 1000 tr/min
pendant 5 minutes.

Retirez 0,5 ml du surnageant.

Ajoutez 1 ml de solution tampon tris (0,4 mol de tris, 0,02 mol de chlorure de sodium,
pH 9,6). Mélangez ensuite et ajoutez 0,025 ml de DTNB a 0,01M (dissous dans le
méthanol absolu).

Laissez le mélange a température ambiante pendant 5 minutes, puis mesurez I'absorbance
a 412 nm a l'aide d'un spectrophotométre d'absorption molaire en comparaison avec le
blanc (eau distillée).

Calcul de la concentration :

La concentration du glutathion est obtenue par la formule suivante :

DO x1x1,525
[GSH] (uM GSH/mg protéines) = .
13,100 x 0,8 x 0,5 x mg protéines

DO: Densité optique.
1 : Volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation (0.8 mL d'’homogénat +

0.2 mL d'acide salicyligue).
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e 1525 : Volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du
surnageant (0.5 mL de surnageant + 1 mL de Tris + 0.025 mL de DTNB).

e 13,100 : Coefficient d'absorbance du groupement —SH & 412 nm.

e 0.8: Volume de I'nhnomogénat.

e 0.5: Volume du surnageant.

2.5.3. Dosage du malondialdéhyde (MDA)

Préparation de ’homogénat

Le testicule, le foie et les reins ont été testés pour le MDA. En présence de 5 ml d'une solution
tampon phosphate (0,1 M, pH 7,4), 50 mg de chaque tissu ont été mélangés avec un broyeur
ultra son pendant 30 secondes pour obtenir un homogene.

Principe

L'un des produits terminaux de la décomposition des acides gras polyinsaturés (PUFA) mediées
par les radicaux libres est le MDA. La méthode d'Ohkawa et al. (1979) a éte utilisée pour
évaluer les taux de MDA hépatique et testiculaire dans notre étude. Le dosage repose sur la
formation entre le MDA et I'acide thiobarbiturique (TBA) d'un pigment coloré absorbant a 530
nm, extrait par des solvants organiques comme le butanol, dans un milieu acide et chaud (100
°C).

Mode opératoire :

Prelevez 0,5 ml de 'homogénat.

Ajoutez-y 0,5 ml d'acide trichloracétique (TCA) a 20 %.

Ajoutez 1 ml d'acide thiobarbiturique (TBA) a 0,67 %.

Mélangez et incubez au bain-marie a une température de 100 °C pendant 15 minutes.
Refroidissez et ajoutez 4 ml de n-butanol.

Centrifugez pendant 15 minutes a 3000 tours/min.

Récupérez le surnageant et mesurez la densité optique a 530 nm en comparaison avec le blanc.
Calcul de la concentration du MDA (nM/gramme)

La quantité de MDA dans I'échantillon est exprimée en nM/gramme de tissu (foie ou testicule).
Cette valeur est obtenue en se référant a une courbe standard élaborée avec du 1,1°, 3,3’-

tétraéthoxypropane dans des conditions similaires.

2.5.4. Evaluation de I'activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPX).
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» Préparation de ’homogénat

Le dosage de la glutathion peroxydase a été effectué sur les échantillons de foie et de testicules.

Pour chaque tissu (500 mg), une solution TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4) de 5 ml a

été ajoutée, et le mélange a été broyé a froid pendant 30 secondes pour obtenir un homogéne.

» Principe :

» La méthode de Flohé et Glinzler (1984) a été employée pour quantifier I'activité enzymatique de

la glutathion peroxydase (GPx). Cette méthode repose sur la réduction du peroxyde d'hydrogéne

(H202) en présence de glutathion réduit (GSH), converti ensuite en GSSG sous l'influence de la

GPx selon la réaction suivante :

H202 + 2GSH > GSSG + 2H20

» Mode opeératoire :

Prélevez 0,2 ml de I'homogénat.

Ajoutez 0,4 ml de GSH (0,1 mM). Introduisez 0,2 ml de la solution tampon TBS (Tris 50
mM, NaCl 150 mM, pH 7.4).

Incubez au bain-marie a 25°C pendant 5 minutes.

Ajoutez 0,2 ml de H202 (1,3 mM) pour initier la réaction et laissez agir pendant 10 minutes.

Introduisez 1 ml de TCA (1 %) pour arréter la réaction.

Placez le mélange dans la glace pendant 30 minutes.

Centrifugez pendant 10 minutes a 3000 tours/minute.

Prélevez 0,48 ml du surnageant.

Ajoutez 2,2 ml de la solution tampon TBS.

Introduisez 0,32 ml de DTNB (1 mM).

Mélangez et, apres 5 minutes, mesurez les densités optiques a 412 nm en comparaison avec

le blanc.

Calcul de I'activité enzymatique de la GPx (uM GSH/mg prot)

La détermination de l'activité enzymatique de la GPx se fait a l'aide de la formule suivante :
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(DO échantillon - DO étalon) x0.04
Q=

DO étalon

DO échantillon : Densité optique de I’échantillon.

DO ¢étalon : Densité optique de 1’étalon.
Q : Quantité de GSH disparue (oxydée).
0.04 : Concentration du substrat (GSH).

Q

L'activité de la GPx (uM GSH/min/mg protéines) =
mg protéines

2.5.5. Dosage des protéines

Principe:

La méthode de Bradford (1976) utilise le bleu de Coomassie (G 250) comme réactif pour

déterminer la concentration de protéines. Ce réactif forme un complexe bleu en réagissant avec

les groupements amines (—NH2) des protéines. La couleur bleue refléte le degré d'ionisation dans

le milieu acide, et I'intensité de la couleur est proportionnelle a la concentration des protéines.

>

Mode opératoire:

Prélevez 0,1 ml de I'homogénat.

Ajoutez 5 ml du réactif de Bradford.

Agitez et laissez reposer pendant 5 minutes.

Mesurez l'absorbance de I'échantillon a 595 nm en comparaison avec le blanc contenant
de l'eau distillée a la place de I'nomogénat.

Rapportez la densité optique obtenue sur la courbe d'étalonnage (0 a 1 mg/ml de BSA)

préalablement réalisée dans les mémes conditions.

3. Analyse statistique des résultats

Les résultats sont exprimés en moyenne + SD. L'analyse statistique a été effectuée avec le

logiciel GraphPad Prism 9 pour Windows en utilisant le #-test appuyé par le test de Mann

Whiteney. Les différences significatives ont été considérées pour :

*(P < 0,05) : Différence significative par rapport au témoin.
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**(P < 0,01) : Différence hautement significative par rapport au témoin.
***(P < 0,001) : Différence trés hautement significative par rapport au témoin.

6l|Page



i

RESULTATS
I’y



RESULTATS

RESULTATS

1. Variation du poids corporel des rats (g)

Le suivi de la masse corporelle des animaux durant la période de traitement et dans nos

conditions expérimentales indique que la consommation de I’aliment contenant 1’ Azadirachtine

G2 et G3 a induit une diminution non significative (p>0,05) de la masse corporelle des rats apres

6 semaines de traitement comparé au groupe témoin. Par contre, la masse corporelle des rats a

été plus élevé par rapport au groupe témoin mais qui reste toujours non, méme observation a été

remarquée chez les autres groupes traités par 1’Imidaclopride, ainsi que chez le groupe G4 traité

par la forte dose de I’ Azadirachtine (Tableau 06) et (Figure 13).

Tableau 06. Variation du poids corporel (g) des rats témoins (G1) et traités apres 6 semaines de

traitement (M = SD, n = 8).
Groupes Groupes expérimentaux
o Rats traités par Rats traités par Rats traités par
Temoin ] ]
Paramétr I’Imidaclopride I’Azadirachtine I’extrait aqueux de ’ail
G1T G2 G3 G4 G5 G6 G7
IMD1 | IMD2 AZD1 AZD2 ALD1 ALD2
o 260,3+ | 260,4+| 259.6+ | 261,6+ 261,1+ 259,7 + 260,2 £
Masse initiale ()
4,979 6,093 | 6.948 5,012 6,266 6,500 7,100
) 2945+ | 2948+ | 2949+ | 286,6 289,4 + 294.3 296.5 +
Masse finale (g)
6,782 6,296 | 7,200 5,423 5,208 5.392 6.698
Gain/Perte de poids (g)| 34,2 34,4 32,3 25 28,3 34.6 36.3
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Figure 13. Variation la masse corporelle (g) des animaux comparés au groupe témoin durant la
période de traitement (M + SD, n = 8).

2. Influences du pesticide chimique et les biopesticides utilisés sur les paramétres
hématologiques.

Les résultats présentés dans le les Figures 14 réveélent une diminution hautement significative (P
< 0,001) des globules rouges, des globules blancs, de 'hémoglobine et de ’hématocrite est chez
les rats traités par I’'Imidaclopride (G2 et G3) et une augmentation significative (P < 0,05) dans
du nombre des plaquettes chez les rats exposés a I’Imidaclopride a la forte dose comparé au
groupe témoin aprés 6 semaines de traitement. Nous signalons toujours aucun changement
significatif (P> 0,05) dans les résultats des parametres hématologiques étudiés chez les groupes
des rats traités par les deux biopesticides, 1I’Azadirachtine et I’extrait aqueux de I’ail par rapport

au groupe de rats non traités
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Figure 14. Variation des parameétres hématologiques chez les rats témoins (T) et les rats traités

apres 6 semaines de traitement (M £ SD, n = 8).
3. Influence du traitement sur la fonction hépatique

Afin de voir I’effet des pesticides utilisés sur la fonction hépatique, nous avons évalué la masse
absolue du foie ainsi que ’activité enzymatique de ’ASAT, ’ALAT, PAL et la concentration

sérique de I’ Albumine et des protéines totales.
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3.1.Variation de la masse absolue du foie (g)

Nos résultats montrent une augmentation significative (P< 0,05) dans la masse absolue du foie
(g) seulement chez les groupes traités par 1I’Imidaclopride par rapport au groupe témoin (Figure

15).

Concernant les résultats montrent que l'extrait aqueux de l'ail n'induit que des variations
relativement limitées dans les parametres biochimiques étudi€és par rapport au groupe témoin
(G1). Pour l'aspartate transaminase (ASAT), l'alanine transaminase (ALAT), la phosphatase
alcaline (PAL), I'albumine (ALB) et les protéines totales (PT), les changements observés ne sont

pas significatifs (P>0,05).
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Figure 15. Variation de la masse absolue du foie (g) chez les rats témoins (T) et les rats traités

apres 6 semaines de traitement (M £ SD, n = 8).

3.2. Effet sur ’activité des amino-transaminases (U/L)

Les résultats du Figure 16 présentent les résultats des paramétres IP’activité des amino-
transaminases étudiés. Nous remarquons une augmentation hautement significative (P < 0.001
chez les rats traités par I'Imidaclopride (G2 et G3), dans la concentration de l'aspartate
transaminase (ASAT) et de l'alanine transaminase (ALAT) par rapport au groupe témoin. Le
méme tableau montre aucun changement significatif de ’ASAT (p > 0,05) et une augmentation
non significative (p > 0,05) de ’ALAT dans les groupes traités par I'Azadirachtine, toujours

comparativement au groupe témoin.
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Figure 16. Variation de I’activité enzymatique des transaminases (ASAT et ALAT) (U/I) chez
les groupes des rats apres 6 semaines de traitement (M £ SD, n = 8).

3.3. Effet sur P’activité enzymatique de la phosphatase alcaline (U/L)

En ce qui concerne ’activité enzymatique de la phosphatase alcaline (PAL), les résultats
obtenus indiquent une augmentation significative (P < 0.05) chez les rats traités par
I'Azadirachtine (G5) et trés hautement significative (P < 0.001) chez les rats traités par

I'ITmidaclopride (G2 et G3) par rapport au groupe témoin.
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Figure 17. Variation de I’activité enzymatique du PAL chez les groupes des rats aprés 6

semaines de traitement (M £ SD, n = 8).
3.4. Effet sur la concentration sérique en protéines totales (g/L) et en albumine (g/dl)

En ce qui concerne les protéines totales (PT), une augmentation significative et hautement
significative de la concentration sérique en protéines totales dans les groupes G2 et G3 traités

avec |'Imidaclopride. En revanche, une diminution hautement significative de la concentration
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sérique en albumine est observée chez ces deux groupes de rats traités, tandis qu'aucun
changement significatif n'est enregistré dans les autres groupes traités par rapport au groupe

témoin.
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Figure 18. Variation de la concentration sérique des protéines totales chez les groupes des rats
apres 6 semaines de traitement (M £ SD, n = 8).

Pour l'albumine (ALB), une diminution significative (P < 0.01) chez le groupe (G2) et
hautement significative (P < 0.001) est enregistrée chez les rats traités par I'Imidaclopride a la
dose la plus ¢levée (G3) par rapport au groupe témoin. En revanche, aucun changements

significatifs (P<0,05) chez les autres groupes traités par rapport au groupe témoin.
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Figure 19. Variation de la concentration sérique de I’ Albumine chez les groupes des rats apres 6

semaines de traitement (M £ SD, n = 8).
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4. Effets du traitement sur la fonction rénale.

4. 1. Variation de la masse absolue du rein (g)

L'analyse de la masse du rein dans les différents groupes expérimentaux révele une diminution
significative (P < 0.05) chez le groupe G5 traité par 1’Azadirachtine en comparaison au groupe
témoin. Une diminution trés hautement significative (P < 0.001) de la masse des reins a été
enregistrée chez les groupes G2 et G3 traités par I'Imidaclopride toujours comparé au groupe
témoin. Le groupe traité par I'Azadirachtine (G4) et les groupes traités par I’extrait aqueux de

I’ail ne montrent pas de changements significatifs (P < 0.05) par rapport au groupe témoin (G1)
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Figure 20. Variation de la masse absolue des reins (g) chez les groupes des rats apres 6 semaines
de traitement (M = SD, n = 8).

4.2. Effet sur les marqueurs rénaux.

Les résultats de la figure 21 révelent une augmentation hautement significative (P < 0.001) de
l'urée dans les groupes G2 et G3 traités par I’Imidaclopride. Par ailleurs, une augmentation
hautement significative (P < 0.001) de la créatinine est observée dans les groupes traités par
I’Imidaclopride, ainsi que dans le groupe G4 traité avec la forte dose d’ Azadirachtine (P < 0.05).
Le taux d’acide urique augmente de maniere significative chez les rats traités par
I’Imidaclopride (G2) a (P <0.01) et (G3) a (P < 0.001), L'augmentation de ce marqueur chez le
groupe G5 traité par I’ Azadirachtine est ¢galement significative (P < 0.05) comparativement aux
rats témoins. Par contre, aucun changement significatif de ces parameétres chez les groupes
traités par l’extrait aqueux G6 et G7 de l’ail et chez le groupe traité par la faible dose de

I’ Azadirachtine G4.
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Figure 21. Variation des paramétres biochimiques de la fonction rénale chez les groupes des rats
apres 6 semaines de traitement (M £ SD, n = 8).

5. Influence du traitement sur la reproduction.

5.1. Variation de la masse absolue des testicules (g)
Les résultats de la masse des testicules et des épididymes indiquent que les groupes traités par
I'Azadirachtine (G4 et G5) et les groupes traités par l'extrait aqueux de l'ail (G6 et G7) ne
montrent aucune variation significative chez les animaux traités par rapport au groupe témoin
(G1). En revanche, les rats traités par I'Imidaclopride (G2 et G3) montrent une diminution

hautement significative (P< 0,001) de la masse du testicule.
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Figure 22. Variation de la masse absolue du testicule et de I’épididyme (g) chez les groupes des
rats aprés 6 semaines de traitement (M £ SD, n = 8).

5.2. Variation de la concentration des spermatozoides (x10%/ml)

Les résultats présentés dans la Figure 23 indiquent une diminution hautement significative (P
< 0.001) de la concentration des spermatozoides dans les groupes traités par 1’Imidaclopride
(G2 et G3), I'Azadirachtine a dose ¢élevée (GS5), avec une diminution significative (P < 0.05)
chez le groupe traité par 1'Azadirachtine a la dose faible (G4) par rapport au groupe témoin.
Cependant, les groupes traités avec l'extrait aqueux de l'ail (G6, G7) ne présentent pas de

changement significatif.
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Figure 23. Variation de la concentration des spermatozoides (x10%/ml) chez les groupes des rats

apreés 6 semaines de traitement (M + SD, n = 8).
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5.3. Variation de la mobilité des spermatozoides (%)

Les résultats obtenus de la mobilité des spermatozoides révelent une diminution tres hautement
significative (P < 0.001) de la mobilité des spermatozoides chez les groupes exposés aux 2 doses
I'lmidaclopride (G2 et G3) ainsi que le groupe G4 traité a la forte dose de I’Azadiracthine (G5)
par rapport au groupe des animaux non traités. Concernant, les groupes traités a I'extrait aqueux
de l'ail (G6 et G7) ainsi que le groupe G5 traité par traité par la faible dose de 1’Azadirachtine,
aucun changement significatif dans la mobilité des spermatozoides toujours comparé au groupe

témoin.
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Figure 24. Variation de la mobilité des spermatozoides (%) chez les groupes des rats apres 6

semaines de traitement (M £ SD, n = 8).
5.4. Variation de la vitalité (%) des spermatozoides

Les résultats du (Figure 25) indiquent une diminution hautement significative (P < 0.001) de
la vitalité des spermatozoides chez les groupes exposés a I'Imidaclopride aux 2 doses
utilisées comparativement au groupe témoin. Cependant, les autres groupes traités par
I’ Azadiracthine et I’extrait aqueux de 1’ail ne montrent pas de changement significatif de la

vitalité des spermatozoides comparés au groupe témoin.
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Figure 25. Variation de la vitalité des spermatozoides (%) chez les groupes des rats apres 6

semaines de traitement (M £ SD, n = 8).

5.5. Variation de la vélocite du sperme (um/s)

-VCL (Curvilinear velocity) : Une diminution hautement significative (P < 0.01) est

enregistrée dans la VCL chez les groupes traités par I’Imidaclopride, tandis qu'aucun

changement significatif n'est noté dans les groupes traités par 1’Azadirachtine et 1’extrait

aqueux de I’ail par rapport au groupe témoin.

- VSL (straight-line velocity) : Une diminution significative de la VSL (P < 0.05) est

constatée uniquement chez les rats traités par la dose la plus élevée de I’'Imidaclopride (G3).

Tandis que les rats traités a 1’Azadirachtine (GS5), et a D’extrait aqueux de 1’ail, aucun

changement significatif n’a été observé par rapport au témoin.

- VAP (Average path velocity) : L’administration de I’Imidaclopride- et 1’ Azadirachtine a la

forte dose a entrainé une diminution significative (P < 0.05) du VAP, tandis que I’ingestion

de I’extrait aqueux de I’ail n’a pas d'effet comparé au groupe témoin.
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Figure 26. Variation de la vélocité des spermatozoides (um/s) chez les groupes des rats aprés 6
semaines de traitement (M £ SD, n = 8).

- ALH (Amplitude de la téte latérale) (um) : Les résultats montrent une diminution
significative (P < 0.05) de P'amplitude latérale de la téte des spermatozoides dans les
groupes traités par I’'Imidaclopride et la forte dose d’Azadirachtine (GS5), avec aucun

changement significatif n’a été enregistré dans les groupes G6 et G7 par rapport au témoin.

- BCF (Beat cross frequency) (Hz) : Les résultats du BCF révelent que ce marqueur n'a

pas été significativement modifi¢ dans les autres groupes traités.
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Figure 27. Variation de ’amplitude latérale de la téte des spermatozoides (um) et du Beat
cross frequency : fréquence a laquelle la téte traverse le milieu de la trajectoire (Hz) chez les
groupes des rats aprés 6 semaines de traitement (M + SD, n = 8).
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5.2. Influence du traitement sur la concentration sérique de la Testostérone (ng/ml)
Les résultats du dosage hormonal du testostérone indiquent une diminution hautement
significative (P < 0.001) chez les groupes des rats traités par I’Imidaclopride et I’ Azadirachtine
par rapport au groupe témoin. Par contre, aucun changement significatif chez les groupes traités

par I’extrait aqueux de 1’ail toujours comparé qu groupe témoin (Figure 28).
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Figure 28. Variation de la concentration sérique du testostérone (ng/ml) chez les groupes des

rats aprés 6 semaines de traitement (M £ SD, n = 8).
6. Influence du traitement sur les marqueurs du stress oxydant.
6.1. Influence du traitement sur le malondialdéhyde (MDA) (nM/mg de tissu)

L'évaluation des niveaux de malondialdéhyde (MDA) dans les tissus du foie et des testicules
révele des variations significatives entre les groupes expérimentaux. Dans le foie, les groupes
traités par les différentes doses d'Imidaclopride (G2 et G3) présentent une augmentation
hautement significative (P < 0,001) du taux de MDA par rapport au groupe témoin (G1). Dans le
tissu testiculaire, une augmentation trés hautement significative (P < 0,001) du MDA est
enregistrée chez les groupes traités par Imidaclopride (G2 et G3) ainsi que chez les rats traités
par la dose ¢élevée d'Azadirachtine (G5) par rapport au groupe témoin. Le groupe G4 traité par
I’ Azadirachtine et les groupes traités par 1’extrait aqueux de I’ail (G6 et G7) ne montrent pas des

changements significatifs par rapport au groupe témoin.
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Figure 29. Taux du malondialdéhyde (nM/mg de tissu) dans le foie et les testicules chez les rats
témoins (T) et traités aprés 6 semaines de traitement (M + SD, n = 8).

6. 2. Influence du traitement sur la concentration du glutathion tissulaire (GSH) dans le
foie et le testicule (nM/mg prot)

La concentration du glutathion tissulaire (GSH), a montré que le traitement par 1’Imidaclopride
aux doses utilisées a entrainé une diminution du glutathion tissulaire. On note une diminution
hautement significative (P < 0.01) et tres hautement significative (P < 0.001) de la teneur en
glutathion au niveau du foie chez les groupes traités par I’Imidaclopride G2 et G3

successivement.

Dans le testicule, une diminution tres hautement significative (P < 0.001) de la concentration du
glutathion chez les deux groupes traités par I’Imidaclopride (G2 et G3). Les groupes traités par
I’ Azadirachtine, la concentration de GSH a diminué¢ d’une maniére non significative (P>0.05).
Par contre, la concentration du glutathion tissulaire chez les différents groupes traités par

I’extrait aqueux de I’ail (G6, et G7) a été n’a montré aucune différence significative (figure 30).
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Figure 30. Concentration du glutathion (nM/mg prot) dans le foie et les testicules chez les rats
témoins (T) et aprés 6 semaines de traitement (M + SD, n = 8).

6.3. Influence du traitement sur Dactivité des enzymes antioxydantes (glutathion

peroxydase GPx) (UM GSH/mg prot)

L’analyse de [l’activit¢ de I’enzyme GPx tissulaire révele une diminution significative
significative (P < 0.05) au niveau du testicule et hautement significative (P < 0.01) au niveau du
foie chez le groupe traité¢ par 1’Azadirachtine (G5). L’activité enzymatique de la GPx est
diminuée dans les tissus d’une maniere trés hautement significative (P<0.001) chez les groupes
traités par ’Imidaclopride par rapport au groupe témoin. Par contre, le traitement par 1’extrait
aqueux de I’ail a augmenté la GPx tissulaire d’une fagcon non significative toujours comparé au

groupe témoin.
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Figure 31. Variation de I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (uM GSH/mg prot)

dans le foie et le testicule chez les rats témoins (T) et traités apres 6 semaines de traitement (M +

SD, n=8).
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Les pesticides jouent un role majeur dans la production alimentaire. 1ls permettent de préserver
ou daccroitre les rendements des cultures. En plus, les pesticides ont pour avantage de
maximiser les rendements des exploitations agricoles et la qualité des produits, de minimiser la
main d'ceuvre, de répondre aux exigences en matiére de préservation des végétaux. La protection
des cultures a I’aide des pesticides appelés aussi produits phytopharmaceutiques est donc un des
moyens pour I’agriculteur de lutter contre les ravageurs et les ennemis des cultures, elle vise
plut6t a limiter les pertes. Le niveau de pertes engendré par les nuisibles sur une production
agricole peut étre trés important, Par exemple en riziculture, les pertes enregistrées peuvent
dépasser 80% (Batsch, 2011). Ainsi, leur application s'est tellement répandue que I'on estime
désormais a 2,5 millions de tonnes, la quantité de pesticides utilisés sur les cultures de la planéte.
Or, moins de 0,3 % des pesticides utilises entrent réellement en contact avec les parasites visés
(Myléne, 2020), alors qu’environ 400 produits phytosanitaires sont homologués en Algérie, dont
une quarantaine de variétés sont largement utilisées par les agriculteurs (Bouziani, 2007). Nous
rappelons aussi que Depuis sa naissance dans les années 1960, le concept d’IPM (Integrated Pest
Management, protection intégrée des cultures) a visé, entre autres, a rationaliser et a réduire
I’usage des produits chimiques contre les organismes nuisibles des cultures. Mais pourtant, 60

ans plus tard, la quantité de pesticides utilisés au niveau mondial continue d’augmenter

Au fil des années, il a été constaté que les pesticides ne rendent pas I'agriculture plus rentable.
Au contraire, ils empoisonnent les sols et dégradent leur qualité. En plus, des études scientifiques
réalisées a travers le monde affirment ce lien entre pesticides et risques sur I’homme et
I’environnement. Suite 1’utilisation intensive des produits phytosanitaires et leurs effets néfastes
ont conduit a un regain d’intérét aux méthodes alternatives de lutte dont 1'usage des «
biopesticides», respectucux de I’environnement (Laghchimi et al, 2014). Le développement des
biopesticides, notamment ceux d’origine végétal, pour le contrdle des maladies des plantes a
évolué ces dernic¢res années. Bien que I'usage des biopesticides végétaux demeurent en grande
partie basé sur des huiles essentielles non miscible dans 1’eau et difficile a appliquer comme

formulation phytosanitaire sur un couvert
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végétal. En outre, 1'usage des extraits et préparations naturels des plantes pour traitement
phytosanitaire est timidement utilisés en agriculture biologique sur des bases non standardisés et
sans conformités aux réglementations en vigueur (Chandler et al, 2011).

Le développement des biopesticides, notamment ceux d’origine végétal, pour le controle des
maladies des plantes a évolué ces dernic¢res années. Bien que I’usage des biopesticides végétaux
demeurent en grande partie basé sur des huiles essentielles non miscible dans 1’eau et difficile a
appliquer comme formulation phytosanitaire sur un couvert végétal.

Dans ce contexte, cette étude vise en premier lieu a évaluer la toxicité d'un insecticide chimique
Imidaclopride puis la comparer vis-a-vis d'un bio-insecticide végétal commercial isolé du Neem
(Azadirachta indica) et de l'extrait aqueux d'ail sur plusieurs paramétres physiologiques
notamment ’activité hépatique, I’activité rénal et la reproduction et le stress oxydatif chez le rat

Wistar male aprés un traitement d’une période subchronique de 6 semaines.

1. L’étude de ’hépatotoxicité du pesticide chimique et les biopesticides utilisés
Le foie est I'organe qui élimine les produits toxiques qui circulent dans le sang. Il assure aussi de
tres nombreuses fonctions trés importantes dont, essentiellement la fonction métabolique, la
fonction de détoxification et la fonction de sécrétion et d’excrétion biliaire. Il métabolise tous les
produits chimiques que le corps rencontre, y compris les xénobiotiques. La santé du foie est
essentielle parce que tout ce qui I'affecte se transmet trés rapidement aux autres organes (Ceni et
al, 2014). En plus, la susceptibilité des tissus hépatiques au stress est due a l'exposition aux
pesticides et en fonction de I'équilibre global entre le degré de stress oxydatif et la capacité

antioxydante

Les transaminases (ou aminotransférases) catalysent la réaction de transfert d'un groupe amine
d'un acide aminé. Le groupe amine est transféré soit de l'acide aspartique, soit de l'alanine a
l'acide acétoglutarique (Kim et al, 2008). Elles ont donc une grande importance dans le cycle du
citrate. L’alanine aminotransferase (ALT) encore appelée sérum glutamatepyruvate transaminase
(SGPT) est une enzyme exclusivement cytoplasmique. L’alanine aminotransférase (ALT = GPT)
se trouve essentiellement dans les hépatocytes, elle est donc un marqueur trés spécifique d’une
atteinte hépatocellulaire. En plus, parmi les pesticides nous trouvons 59 substances (55 %) et 69

produits (75 %) sont hépatotoxiques (Nakamura, 2020).

1.1.  L’effet du pesticide chimique et les biopesticides utilisés sur le poids du foie
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Les résultats de la présente étude montrent une augmentation significative du poids du foie chez
les groupes traités par la dose la plus forte d'imidaclopride par rapport groupe témoin. Des
études ont également montré que l'exposition a l'imidaclopride peut perturber les processus
métaboliques, ce qui peut affecter la capacité des rats a utiliser les nutriments et a maintenir un
poids sain (Farag et al., 2020. Tandis qu’une autre étude sur 1’hépatotoxicité de 1’Imidaclopride
a mentionné que l'administration la dose de 20 mg/kg d'imidaclopride pendant 90 jours a
provoqué une augmentation statiquement non significative (P> 0.05) du poids relatif du foie,
cette augmentation est due probablement a la sécrétion massive des enzymes au cours de la
détoxification (Bhardwaj et al, 2010).

Cependant, le poids du foie chez les groupes traités par Azadirachtine et I’extrait aqueux de
I’ail, aucun changement n’a été enregistré par rapport au groupe control. Ceci concorde
parfaitement avec les résultats de Baligar et al. (2014) en traitant les rats par d'Azadirachtine-A
aux doses de 500, 1000 ou 2000 g/kg de poids corporel pendant seulement 14 jours. Par contre,
Deng et al. (2013), ont trouvé que le traitement des rats et souris par voie orale aux doses 0,2
et 0,3 g/kg d'huile de neem pendant 28 jours n’a montré aucun changement significatif dans le
poids du foie. Une autre recherche a indiqué que I’administration de 1'extrait de feuille de Neem
oralement pendant sept jours, a provoque une legére augmentation chez le groupe traité par la
forte dose par rapport au groupe témoin (El-Hawary & Kholief, 1990), les auteurs expliqué
cette variation du poids du foie n'est pas causee par d'extrait de neem (Park et al., 2014.). Ceci
est peut-étre expliqué par la détoxification hépatique qui transforme les substances toxiques en
dérivés capables d'étre éliminés facilement par lI'organisme, dans les selles ou dans les urines
(Samir et al., 2009 ; Hassan et al, 2019).

1.2. Effets des pesticides chimiques et biologiques utilisés sur les parameétres de
Pactivité hépatique
Concernant les quatre parametres étudiés pour vérifier la fonction hépatique, nous avons
enregistré une augmentation dans les transaminases I’ASAT, ALAT et ’activité enzymatique du
PAL pour I’insecticide chimique, I’Imidaclopride. Des recherches bien avancées ont montré que
les pesticides peuvent provoquer I’endommagement du foie par l'augmentation des taux
sanguins en transaminases ainsi que la phosphatase alcaline (Garg et al, 2009 ; Yahia ,2016).

D’autres résultats ont montré que 1’administration des pesticides a causé une augmentation
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significative des niveaux sériques des transaminases, et ceux-ci suggérant que l’utilisation
excessive de cet insecticide peut étre causé des dommages critiques au foie. Ceci pourrait
résulter de I’hépatotoxicit¢ qui meéne a laltération de la perméabilité de la membrane
plasmatique, facilitant donc la fuite des enzymes du tissu vers le plasma (EI-Demerdash et al,
2012 ; Yahia ,2016). Rappelons aussi que, les mesures des activités enzymatiques de foie sont
utilisées dans le diagnostic et I'évaluation de l'affection hépatique (Kim et al, 2008). Des
transaminases élevées peuvent refléter une atteinte hépatocellulaire (Overbeck-Rezaeiana et
Beat Helbling, 2014). D’autres études ont montrés que les taux élevés des enzymes hépatiques,
ALAT et ASAT, apres traitement aux pesticides peuvent refléter des Iésions hépatiques et une
stéatose hépatique (Mehri et al, 2016). L'élimination des substances dangereuses du sang est
effectuée par le foie (Shaheamlung et al., 2020). Elle remplit également un large éventail
d'autres fonctions, notamment le métabolisme, la désintoxication, la sécrétion et I'excrétion
biliaire. Toute substance qui entre en contact avec le corps, y compris les pesticides, se
décompose sous son effet. Le fonctionnement du foie est crucial car tout ce qui l'affecte se
propage rapidement a d'autres organes. De plus, I'équilibre entre le niveau de stress oxydatif et la
capacité antioxydante détermine le degré dans lequel les tissus hépatiques sont vulnérables au
stress cause par I'exposition aux pesticides (Del Vesco et al., 2017). En raison du fait que le foie
joue un role important dans le métabolisme et la désintoxication, des enzymes sanguines telles
que l'alanine aminotransférase (ALT) et I'aspartate aminotransférase (AST) ont éte utilisees pour
évaluer le niveau de lésions hépatiques (Duzguner & Erdogan, 2010). Les AST et les ALT sont
sécretes dans la circulation sanguine apres la mort cellulaire et les blessures. L'augmentation de
I'activité sanguine est liee a leur secrétion (Ozaki et al., 1997). L'AST et I'ALT en particulier,
qui sont largement dispersés dans le foie, sont libérés dans le sang en raison d'anomalies dans les
cellules ou les tissus causées par des troubles hépatiques, tels que la maladie hépatique grasse et
I'népatite (Park et al., 2014).

Concernant la concentration sérique de I’albumine, nous avons enregistré une diminution
significative chez les groupes G2 et G3 traités avec I’Imidaclopride aux doses 1/15 et 1/30 de la
DL50 comparés au groupe des animaux non traités. Cette diminution n’est pas significative chez
les groupes traités a 1’extrait de 1’ail en comparaison toujours avec le groupe témoin. Sachant
que I’albumine est une protéine sérique synthétisée par le foie et son niveau sérique dépend de

certains facteurs tels que I'état nutritionnel, la fonction hépatique et les facteurs hormonaux
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(Limdi & hyde, 2003 ; Yahia, 2016). Plusieurs études ont montré que la réduction des protéines
plasmatiques était li¢e a I’intoxication par les différents résidus de pesticides (Yousef et al, 2006
; Yahia, 2016).

Des recherches ont révélé que l'ail cru atténuait les dommages au foie indiqué par la baisse des
taux sériques d'’ALAT et d'ASAT de 20 patients alcooliques ont été recrutés et ont recu environ
2,4 g de bulbes d‘ail crus par jour le matin pendant 45 jours (Colin,2016). Contrairement a nos
résultats, nous citons 1’étude de Douaouya (2009), qui ont utilisés 28 rats puis traités par I'extrait
d'ail chaque jour par voie orale a deux différentes concentrations 250 mg et 500 mg/kg du poids
corporel. Les résultats obtenus ont indiqué une augmentation des activités des transaminases
(ALAT, ASAT) ainsi que la phosphatase alcaline (PAL).

Contrairement a nos résultats, une étude a démontré que chez des rats males de souche Wistar
adultes traités par I’extrait aqueux de I’ail a la dose (p/p) 2 %) pendant 4 semaines a provoqué la
diminution de phosphatase alcaline sériqgue (Ahmed & Sharma ,1997). Ceci a été expliqué
probablement par une augmentation de la nécrose cellulaire due a la toxicité du pesticide utilisé
(Hazira et al 2020).

Une étude sur l'activité enzymatique antioxydante et I'état oxydatif de I'extrait aqueux de I’ail
chez les rats males Wistar albinos qui ont regu 500 mg/kg de I’extrait aqueux de I’ail de poids
corporel par voie orale pendant 13 jours consécutifs. Aucun changement dans le poids corporel

n'a été observé, cependant, une réduction du poids du foie a été notée (Noori et al., 2012).

Selon les résultats de Dafalla et al. (2012), une enquéte préliminaire a été menée sur les effets de
I'extrait aqueux de noyau de semence Azadirachta indica sur les rats albinos Wistar. L'activité de
I'enzyme ALT dans le plasma an augmenté de maniére significative chez les rats qui ont
participé a I'étude de toxicité aigué et ont recu des doses de 80 et 130 mg/kg de poids corporel
pendant une période de 14 jours. Dafalla et al. (2015) dans une étude de toxicité sous aigué, 0,5
mg/kg de poids corporel par jour a été administré aux rats pendant six semaines. Ces résultats
suggerent que l'extrait agueux du noyau de semences de neem an une toxicité hépatorénale dose-
dépendante car aucune modification significative n'a été significative n'a été observée (Dafalla

et al., 2012). Des recherches supplémentaires sont nécessaires pour déterminer les facteurs sous-
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jacents a ces constatations et évaluer les risques potentiels associés a la consommation de

produits de neem a long terme.

En effet, dans une étude précédente, Azadirachtine a été administré par voie orale a des rats
pendant 60 jours a des doses de 0, 5, 1,5 et 4,5 mg/kg, I'AST an augmenté considérablement
mais I'ALT n'a pas augmenté (Gupta et al., 1998), et quand le produit de neem (vepacid) a été
administre a des souris albinos males pendant 90 jours & des doses de 0, 08, 0, 16 et 0, 32 mg/ kg
(Rahman et al., 2001). Ces résultats indiquent que les effets d'Azadirachtine sur les enzymes
hépatiques peuvent varier en fonction de la dose et de la durée de I'exposition.

Notre recherche est cohérente avec une étude récente menée pour évaluer I'effet hépatotoxique
d'Imidaclopride chez des rats males adultes (Rattus norvegicus) administrés par voie orale avec
0,1 ml d'Imidaclopride pendant trois mois sur une base quotidienne. Les résultats ont montré une
augmentation significative des taux dalanine aminotransférase (ALT) et d'aspartate
aminotransférase (AST), ainsi qu'une diminution (Farag et al., 2020).

Ces résultats suggerent que l'administration orale d'Imidaclopride peut étre responsable de la
diminution des concentrations totales de protéines et d'albumine observées dans la présente
étude. Ceci est en accord avec des etudes antérieures qui ont également montré des résultats

similaires aprés l'administration orale de doses variables d’Imidaclopride (Samir et al., 2009).

La capacité de I'népatite a produire de I'albumine peut étre affectée par la maladie du foie, ce qui
entraine une diminution des niveaux de protéines sériques totales. Cela suggére que la prise
d'imidaclopride peut affecter la synthese de I'aloumine de maniere similaire, ce qui entrainerait

une diminution des niveaux de protéines totales sériques (Nyblom et al., 2004).

Selon Samir et al. (2009), tous les biomarqueurs hépatiques ont été considérablement augmentés
d'une maniére dose-dépendante chez les rats traités par Imidaclopride par rapport aux rats de
contréle. Ces résultats suggerent que I'lmidaclopride peut avoir un effet néfaste sur le systeme
hépatique des rats (Samir et al., 2009). Il est possible de conclure que la lésion hépatique,
principal site de biotransformation, est a l'origine de l'augmentation de [l'activité des

aminotransférases chez les rats traités par Imidaclopride (Farag et al., 2019).
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Une étude récente an examiné I'impact sous aigu de l'imidaclopride sur les parameétres hémo-
biochimiques chez des chévres noires de Bengale qui ont recu l'imidaclopride par voie orale
pendant 28 jours a 45, 25 mg/kg de poids corporel. Les taux de protéines sériques, d'AST et
d'’ALT ont augmenté aux jours 14 et 28 (Dattaray et al., 2023).

Le foie est un organe crucial qui joue un réle important dans la désintoxication et le métabolisme
des pesticides (Peiris & Dhanushka, 2017). Les pesticides peuvent nuire au foie et provoquer
une dysfonction hépatique, y compris des changements dans les ALT, AST, ALP, la protéine
totale et l'albumine, qui sont couramment utilisés comme tests de la fonction hépatique (Lala et
al., 2023 ; Mohafrash et al., 2021). Les niveaux élevés d'ALT, d'AST et d'ALP, qui indiquent
des lésions hépatiques, ont été modifiés par I'exposition des rats males a des doses différentes
d'imidaclopride. De plus, les niveaux de protéines totales et dalbumine ont diminué, ce qui

suggére une mauvaise fonction hépatique.

Lorsque le foie est endommagé ou enflammé, ces enzymes peuvent entrer dans la circulation
sanguine et augmenter. Un changement des parametres biochimiques du sérum, comme une
augmentation de la protéine totale et une diminution de l'albumine, est I'un des signes les plus
courants de lésions hépatiques. Ces changements montrent que le foie n'est plus aussi efficace
dans le métabolisme et la synthése des protéines (Giannini et al., 2005 ; Yap & Aw, 2010).
Selon ces résultats, I'imidaclopride a des effets hépatotoxiques sur les rats males (Omar et al.,
2023). Cela suggere également que les dommages oxydatifs causés par I'imidaclopride peuvent
étre responsables des effets hépatotoxiques sur les rats males. De plus, les résultats de Mansour
et Mossa (2011) mettent I'accent sur le mécanisme potentiel par lequel les pesticides peuvent
affecter la fonction hépatique par des dommages oxydatifs et la libération plus tard d'enzymes
hépatiques. Cela s'explique probablement par une augmentation de la nécrose cellulaire en raison

de la toxicité des pesticides (Hazira et al., 2020).

Des études récentes ont révélé que l'ail cru aide a prévenir les Iésions hépatiques, comme en
témoigne la diminution des taux sériques d'ALAT et d'ASAT chez 20 patients alcooliques qui
ont recu 2,4 g de bulbes d'ail cru chague matin pendant 45 jours. Nos résultats sont contredits par
I'étude de (Douaouya, 2017) qui a utilisé 28 rats et an administré I'extrait d'ail par voie orale
deux fois par jour a des doses de 250 mg et 500 mg/kg de poids corporel. L'activité de la

transaminase (ALAT, ASAT) et de la phosphatase alcaline (ALP) a augmenté. Une étude a
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montré que la phosphatase alcaline sérique était inférieure chez les rats males adultes de la
souche Wistar lorsqu'ils ont été traités pendant 4 semaines avec de l'extrait d'ail aqueux a un
niveau de (p/p) 2%, contrairement a nos résultats (Ahmed & Sharma, 1997).

Les changements hormonaux, la fonction hépatique et les conditions nutritionnelles sont
quelques-unes des variables qui influencent le niveau sérique d'albumine du foie (Limdi &
Hyde, 2003). Selon de nombreuses études, l'exposition a divers résidus de pesticides a été
associée a une diminution des protéines plasmatiques (Yousef et al., 2006). Ces résultats
suggerent que les pesticides ont un effet sur les fonctions hépatiques et particulierement biliaires.
Les résultats d'une enquéte menée sur des chiens sont similaires (EI-Demerdash, 2012). La
diminution des protéines plasmatiques peut étre attribuée aux effets négatifs des pesticides sur
les cellules hépatiques (Yousef et al., 2006). Une maladie du foie qui entrave la capacité du
foyer a synthétiser de I'albumine pourrait étre la cause de cette hypoalbuminémie (Eissa &
Zidan, 2010). Selon la recherche, l'ail cru réduit les lésions hépatiques chez 20 patients
alcooliques qui ont été recrutés et ont recu environ 2,4 g de bulbes d'ail cru chaque jour le matin
pendant 45 jours (Colin, 2019).

Les changements histopathologiques du foie ont été corrélés a une augmentation de I'AST et de
la TAL. La fonction de transport des hépatocytes est perturbée lors d'une lésion hépatique, ce qui
entraine une fuite des hépatocytes de la membrane plasmatique, ce qui entraine une

augmentation du taux d'enzymes dans le séerum (Samir et al., 2009).

Dans des études approfondies, il a été démontré que les pesticides peuvent endommager le foie
en augmentant les niveaux sanguins de phosphatases alcalines et de transaminases (Garg et al.,
2009). Les tests d'activité des enzymes hépatiques sont utilisés pour diagnostiquer et évaluer les
troubles hépatiques (Lee et al., 2012). Les transaminases élevées peuvent indiquer une
dysfonction hépatocellulaire (Usende et al., 2020). D'autres études ont montré que les niveaux
élevés d'enzymes hépatiques, ALAT et ASAT, apres une exposition aux pesticides peuvent

indiquer une lésion hépatique ou une stéatose du foie (Mehri et al., 2016).

2. L'effet du traitement sur les parameétres hématologiques
Les parameétres hématologiques sont des indicateurs importants pour la surveillance des

changements physiologiques et de la santé (Yang & Liang, 2023).
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Les résultats des paramétres hématologiques ont montré que le traitement des rats aux deux
biopesticides utilises dans nos conditions expérimentales n'avait aucun effet sur tous les

paramétres hémato metriques étudiés par rapport au groupe de rats témoins.

Dans une étude menée par Dorababu et coll. (2006), ou des rats ont recu des extraits aqueux
des feuilles d'Azadirachta indica a une dose ¢élevée d’Azadirachtine que la nétre de 1000 mg/kg
de poids corporel pendant une période de 28 jours pour étudier I’ hématotoxicité. Les résultats
ont indiqué que les marqueurs de la fonction hépatique et les marqueurs hématologiques ont
révélé peu ou pas de changement par rapport aux rats témoins.

Contrairement a ces résultats concernant I’hématotoxicité de 1’azidiracthine, 1’ étude (Ezeigwe et
al., 2020), il a eté enregistré chez les rats traites a l'extrait d'Azadirachta indica aux doses 100,
200 et 400 mg/kg du poids corporel, une augmentation significative de la concentration
d’hemoglobine, le volume des cellules emballées, le nombre des globules rouges et le taux de

plaquettes.

Tandis que chez les groupes traités a I’imidacloride montrent une diminution dans la
concentration des globules rouges, des globules blancs, de I'hémoglobine et le % de
I’hématocrite ainsi qu’augmentation dans le nombre des plaquettes / mm?® de sang surtout chez le
groupe de rats traités avec la dose la plus élevée de I'insecticide de la famille néocotinoide utilisé
par rapport au groupe témoin. Nous signalons que la numération plaquettaire élevée peut étre
indiqué suite a une réaction inflammatoire (thrombocytose Ilaire ou réactionnelle) mais qui peut
aussi provoquer des problemes de coagulation (Kuler, 2022)

Les mémes résultats ont été enregistré dans une étude récente visant a évaluer I'exposition des
poissons a des doses différentes d'imidaclopride ont induit une diminution des taux de RBC,
WBC, Hg et Hct (Alak et al., 2023). Des résultats similaires aux notre, sont indiqué dans I'étude
de Soujanya et al. (2020) visait aexaminer comment le traitement par voie orale par
Imidaclopride affectait les paramétres hématologiques et les poids corporels hebdomadaires des
rats albinos Wistar femelles a une dose de 30 mg/kg de masse corporelle par jour pendant 30
jours. Le poids corporel hebdomadaire a considérablement diminué, WBC an augmenté
considérablement, tandis que RBC, Hb et HTC ont diminué considérablement (Soujanya et al.,
2020).
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Selon Lonare et al. (2016), a expliqué que I’effet du traitement par l'imidaclopride a
probablement stimulé la production de ROS chez les rats. Sachant que la production de ces
enzymes est régulée par des systemes de défense composés d’enzymes comme la catalase, le
glutation S-transferase et les molécules antioxydants de petite taille (Bouabdallah et al., 2022).
Donc, la production de ROS vont nuire les globules rouges par oxydation. Les radicaux libres
peuvent accélérer le vieillissement des cellules RBC. Par conséquent, les niveaux de RBC et
d'hémoglobine diminueraient, tandis que le mécanisme de défense de I'organisme pour éliminer
les déchets hémolytiques augmenterait les cellules de RBC (Vamsee Veena et al., 2015). Neem
a été largement utilisé dans I'Ayurveda et a été reconnu pour ses avantages médicaux depuis
longtemps. La présence de fer, de zinc et de magnésium dans les feuilles de neem peut aider a la
production d'hémoglobine (Ansari et al., 2004). Les limonoides, les terpenoides et les
flavonoides sont également inclus dans cette catégorie (Biswas et al., 2002). Rappelant que, les
antioxydants comme les flavonoides et les limonoides ont le potentiel d'atténuer les dommages

causés par le ROS produit lors du traitement (Vamsee Veena et al., 2015).

De plus, les concentrations posologiques des WBC, RBC et HGB n'ont pas changé
significativement, indiquant une faible probabilité d'infection, de tumeur ou de réaction
inflammatoire causée par Azadirachtine. Ces résultats indiquent que I'Azadirachtine peut étre
bien tolérée par I'organisme sans avoir d'effet significatif sur le nombre de cellules sanguines ou
les niveaux d'hémoglobine. Néanmoins, d'autres études sont nécessaires pour comprendre
complétement les effets et les risques a long terme de l'utilisation d'Azadirachtine (Kilani-
Morakchi et al., 2021).

L’extrait aqueux de I’ail utilis€ aux conditions utilisées, s’est avéré non toxique dans les
conditions utilisées sur plusieurs parameétres physiologiques. Ceci est expliqué dans la recherche
de Hassouna et al. (2015) qui ont examiné comment I'huile d'ail modulait I'hématotoxicité du
diazinon chez les rats Wistar. Pendant 30 jours, la diazinon a diminué considérablement les
RBC, le contenu en Hb, la valeur Ht, le nombre de plaquettes et les comptes WBC. La plupart
des paramétres hématologiques ont été régulés par I'huile d'ail administrée 30 minutes avant

Diazinon (Hassouna et al., 2015).

3. Effet du traitement sur les parametres biochimiques de la fonction rénale
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Nous rappelons que l'appareil urinaire est composé d'un ensemble complexe d'organes qui ont
pour fonction de filtrer les résidus sanguins et de former, de stocker et d'excréter I'urine. La
toxicité rénale, I'hypertrophie tubulaire ou la néphropathie chronique progressive peuvent étre
des signes de changements de masse des reins (Sellers et al., 2007). Le rein est un organe
complexe qui remplit plusieurs autres fonctions essentielles, telles que le maintien de
I'hnoméostasie, la régulation de la pression artérielle et de la pression osmotique, ainsi que
I'équilibre acido-basique. Le rein recoit 25 % du débit sanguin cardiaque, ce qui le rend
vulnérable aux toxines endogenes et exogeénes. Les substances toxiques semblent s'attaquer
principalement & des sites particuliers des reins ou de la vessie, ce qui entraine la libération de
marqueurs biologiques spécifiques au segment atteint (Hemstreet et al, 1996).

Les résultats obtenus montrent une augmentation de l'urée, de la créatinine et de I'acide urique
pour l'insecticide chimique Imidaclopride et les deux biopesticides végetales, dans les trois
paramétres étudiés pour évaluer la fonction rénale. Les travaux de Srivastava (2007) ont
observé les mémes résultats, une augmentation du poids relatif des reins des rats exposés a

Imidaclopride pendant 90 jours.

D'autres chercheurs ont egalement trouvé chez des rats traités par Azadirachtine a des doses tres
faibles de 1/100, 1/150 et 1/225 pendant 60 jours une augmentation significative des
concentrations sériques de créatinine, d'urée et d'acide urique (Ali, 2016). Un autre travail de
recherche a trouveé des résultats similaires a nos résultats: chez les rats traités avec Azadirachtine
a des doses beaucoup plus faibles de 1/100, 1/150 et 1/225 pendant une période plus longue de
60 jours, une augmentation significative des taux sériques de créatinine, d'urée et d'acide urique
a éte observée (Ravindranath, 2011).

De plus, il convient de noter que la présente étude a révélé une augmentation de la concentration
de créatinine (Cr), une autre substance qui traverse le glomérule mais qui est rarement

réabsorbée par les tubes proximaux. La créatinine sérique augmente lors de l'insuffisance rénale

.....

Il est important de noter que des études épidémiologiques treés récentes ont confirmé que les
agriculteurs peuvent avoir une néphrotoxicité apres une exposition chronique aux pesticides.

Selon I'étude épidémiologique de Belanger (2020), de nombreux cas de maladies rénales
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chroniques ont été décrits dans les communautés agricoles de plusieurs pays. Il a été observé
chez des patients ne présentant pas les facteurs de risque classiques de maladie rénale chronique
tels que le diabéte et I'hypertension. Selon la méme étude, deux principales causes expliquent
I'apparition de ces pathologies rénales chroniques dans le secteur agricole :

- d'une part, I'exposition prolongée a la chaleur au travail, ce qui entrainerait des épisodes aigus

de déshydratation, ce qui entrainerait une insuffisance rénale chronique

- d'autre part, l'exposition aux pesticides par voie inhalée ou par ingestion dans le contexte de
I'agriculture intensive généralisée qui nécessite une augmentation de l'utilisation des produits

phytopharmaceutiques.

De méme, les résultats d'analyse de I'acide urique et de l'urée sérique montrent que la faible
dose d'Azadirachtine n'a eu aucun effet sur ces paramétres. Par rapport au groupe de rats non
traités, les deux doses d'insecticide chimique Imidaclopride ont provoqué une augmentation
significative. ~ L'installation d'un dysfonctionnement rénal et la dégénérescence de certains
glomérules rénaux peuvent expliquer cela (Saadi et al, 2012). L'acide urique sérique an
augmenté chez les rattes Wistar traitées par Imidaclopride a la dose de 1/25 DL50 (17,6 mg/kg/j)
pendant 60 jours (Ali, 2016). Nos résultats sont également en accord avec ceux d'El-Ela et al.
(2019), qui ont découvert que chez les rats exposés a I'lmidaclopride pendant seulement 21 jours,

les concentrations d'urée et de créatinine augmentaient toujours.

L'exposition a différentes doses d'imidaclopride augmente également les taux sériques
d'enzymes d'urée et de créatinine, ce qui indique des lésions rénales (Bhardwaj et al., 2010 ;
Arfat., et al,. 2014).

4. Effets du traitement sur les parametres de la reproduction et de la testostérone
Les résultats de la présente étude indiquent une réduction significative du poids des testicules et
de I'épididyme du poids des testicules et de I'épididyme associée a une diminution du niveau de
testostérone et du nombre, de la vitalité et de la motilité des spermatozoides chez les rats traités
par Imidaclopride. L'augmentation du poids des testicules dans les groupes ayant recu I'extrait

d'ail mais aucun changement dans le groupe traité a I'Azadirachtine par rapport aux rats témoins.

En fait, on sait que les pesticides ont des propriétés endocriniennes qui incluent la perturbation

du systeme reproducteur masculin en perturbant l'axe hypothalamo-hypophyso-testiculaire
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(Bretveld et al., 2007 ; Bouabdallah et al., 2022). Comme son nom l'indique, cet axe est
composé de I'hypothalamus, de I'nypophyse et des testicules. Il est suggéré que la diminution du
poids des testicules est probablement due a des effets de remorquage ; I'anti-spermatogénese est :
le premier qui peut diminuer le diametre et le nombre des spermatogénése, des spermatocytes et
des spermatides dans les tubules séminiféeres des testicules. Le second est I'effet anti-androgene
qui réduit le nombre de spermatozoides dans les tubules des testicules (Babakhanzadeh et al.
2020).

Ensuite, I'hormone pulsatile de libération des gonadotrophines (GnRH), sécrétée par
I'nypothalamus, augmente la production par lI'adénohypophyse des gonadotrophines lutéinisantes
(LH) et folliculostimulantes (FSH). Apres cela, la LH se fixe au récepteur LH/gonadotrophine
chorionique (LH/CG-R) situé sur la membrane des cellules de Leydig et entraine la
stéroidogenese tandis que la FSH voyage via la circulation et se connecte a ses récepteurs sur les
cellules de Sertoli (Jin & Yang, 2014 ; Kaprara & Huhtaniemi, 2018). La premiére et la plus
restrictive étape du processus multi phase de la synthése de la testostérone est l'acte de

mobilisation du cholestérol dans les mitochondries (Aghazadeh et al. 2015).

Cela peut s'expliquer par la protéine translocatrice (TSPO) et la protéine régulatrice aigué
steroidogene (StAR), qui dépendent toutes deux de l'augmentation induite par la LH des niveaux
d’AMPc et de la phosphorylation dépendante de I'AMPc par la protéine kinase A, médiant la
mobilisation du cholestérol (PKA). Ensuite, la conversion du cholestérol en prégnénolone est
catalysée par I'enzyme cytochrome P450 (CYP11A1), qui se trouve du cOté matrice de la
membrane mitochondriale interne. La prégnénolone est progressivement convertie en
testostérone dans le réticulum endoplasmique lisse par trois enzymes : la 17-hydroxystéroide
déshydrogénase de type 3 (HSD17B), la 17-hydroxylase/17,20 lyase (CYP17Al) et la 3-
hydroxystéroide déshydrogénase (HSD3B) (Carrageta et al. 2023 ; Moreira et al. 2022).
L'hormone testostérone régule la production et la sécrétion de LH par I'hypophyse par un

mécanisme de rétroaction négative (Tilbrook & Clarke, 2001 ; Moreira et al. 2022).

Il'y a eu une réduction significative du poids absolu des testicules chez les rats traités avec
I'Imidaclopride I'AZA, mais les rats qui ont recu I'extrait aqueux dail avaient un poids

Iégerement accru des testicules.
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Il est connu que la masse testiculaire est un bon marqueur clinique de la fonction reproductive
masculine (Boeri et al. 2021). La réduction de la masse testiculaire observée chez les rats traités
aux pesticides pourrait étre attribuée a une diminution de la taille des tubules séminiferes
(Moreira et al., 2021) et a un arrét de la spermatogenése suite a l'inhibition de la biosynthése
des stéroides ; la testostérone est un élément essentiel du développement et du fonctionnement
normaux des testicules, car elle nécessite une stimulation androgénique continue (Bal et al.,
2012). Plusieurs niveaux de régulation sont en place pour la spermatogenése, et de nouveaux
tests de la fonction des spermatozoides utilisent des diagnostics moléculaires (Sharma, 2021). Il
est également possible qu'elle soit attribuable a une dégradation potentielle de I'histoarchitecture,
dans laquelle l'atrophie des cellules germinales favorise la diminution du poids des organes
(Desai et al., 2016 ; Bouabdallah et al., 2022). Les extraits de Neem ne sont pas ou trés peu
nocifs pour les mammiféres en raison de leurs propriétés médicinales (Braga et al., 2021).
Aladakatti et al., (2011) ont constaté que lI'administration d’Azadirachtine (1,5 mg/kg de poids
corporel) pendant 24 jours entrainait une réduction du poids moyen des testicules, ce qui
corroborait nos conclusions. De méme, Lonare et al (2016) ont découvert une reduction
substantielle du poids des testicules chez les rats traités par voie orale a I'imidaclopride. 11 est
mentionné que la S-allyle cystéine, un ingrédient actif de I'ail, est le composé bioactif le plus
abondant (Rais et al 2023). Selon une étude récente sur ses effets, la thérapie n'a eu aucune

influence sur le rapport pondéral des testicules du rat Fischer (Takemura et al 2014).

Nos données montrent que le traitement par l'azadirachtine et I'imidaclopride a affecté la
concentration des spermatozoides, la mobilité et la viabilité des spermatozoides. Alors que le

traitement des rats avec les doses utilisées d'extrait d'ail n'a montré aucun changement.

La réduction observée de la concentration et de la vitalité des spermatozoides pourrait étre
raisonnablement attribuée au stress oxydatif induit par les pesticides, elle peut s'expliquer par les
changements drastiques du tissu testiculaire générés par I'épuisement des spermatogonies de
renouvellement de type A causées par l'exposition a I'IMI, qui joue un réle important dans la
phase de prolifération de la spermatogenése (Bustos et Gonzalez, 2003). Alternativement, cela
pourrait étre di a tout médicament contraceptif qui affecte directement les spermatozoides en
modifiant leurs enzymes (Cooper et Yeung, 1999). De plus, I'Imidaclopride induit une

augmentation de la production de ROS chez le rat (Lonare et al., 2016). Ces radicaux libres
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peuvent endommager les cellules germinales testiculaires, entrainant une nécrose et des
modifications de la spermatogenese qui réduisent la quantité de spermatozoides (Abedi et al.,
2016). De maniére similaire, il a été découvert que le stress oxydatif provoque une rupture de
I'ADN, une peroxydation des lipides membranaires et une apoptose, qui affectent tous la
fonction des spermatozoides (Lampiao et al., 2013). Dans ces conditions, la concentration et la
vitalité réduites des spermatozoides provoqués par les pesticides semblent étre médiées par une
apoptose accrue et une intégrité membranaire compromise provoquées par la peroxydation
lipidique. La diminution des mesures de la motilité des spermatozoides trouvée dans notre étude
semble étre une indication que la motilité des spermatozoides ne peut étre acquise ou maintenue.
La queue des spermatozoides étant un organe crucial pour la motilité des spermatozoides, ces
résultats pourraient s'expliquer par une perturbation de sa morphologie (Talbi et al. 2022). En
conséquence, il a été constate que la morphologie des flagelles des spermatozoides etait
significativement correlée aux modifications de la motilité des spermatozoides (Talbi et al.
2022).

Les donnees de la présente étude indiquent une diminution des niveaux de testostérone, en
particulier dans les groupes traités avec I''MD et I'Azadirachtine par rapport aux rats témoins. La
destruction de la queue des spermatozoides et la dégénérescence acrosomique, ainsi qu'une
baisse du taux de testostérone, indiquant un dysfonctionnement testiculaire, ont été observees
chez des souris traitées apres un traitement aux pesticides (Ali et al., 2012). De plus, la densité
réduite des spermatozoides épididymaires peut étre liee a une modification du métabolisme des

androgeénes (Duty et al., 2003).

Ces résultats confirment ceux de Mohamed et al., (2017), qui ont découvert une augmentation
substantielle du nombre de spermatozoides et des anomalies du sperme chez les rats adultes
soumis a 1 mg/ml/kg de poids corporel Imidaclopride pendant 65 jours. Une autre recherche a
révélé que les rats ayant recu de I'lmidaclopride a des niveaux de 225 et 112 mg/kg avaient une
viabilité des spermatozoides plus faible. Najafi et al., (2010) A 90 mg/kg, le traitement oral
Imidaclopride de 15 jours a entrainé une réduction du nombre de spermatozoides, de la motilité

et de la vitalité chez les rats males (Hafez et al., 2016).

Dans une autre recherche menée par Aladakatti et al., (2011), les résultats de la thérapie

Azadirachtine a une dose de 1,5 mg/kg de poids corporel ont indiqué une réduction substantielle
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du nombre, de la motilité et de la vitesse des spermatozoides. De plus, des rats ont recu de la
poudre de feuilles de neem a des doses de 20, 40 et 60 dans une autre recherche de Parrveen et
al. (1993). Les résultats ont révélé une diminution du nombre de spermatozoides, de la motilité
et des anomalies des spermatozoides. L'essai d'Aladakatti et al. (2001), qui a été réalisé pendant
48 jours a 100 mg/rat, a donné des résultats similaires.

Osunga et al. (2020) ont rapporté qu'il y avait une augmentation du nombre de spermatozoides,
de la motilité des spermatozoides et de la viabilité des spermatozoides dans le traitement de rats
Wistar avec de I'extrait d'ail pendant 21 jours. De plus, lorsque des adultes albinos ont recu de
I'extrait aqueux d'ail a une dose de 1 ml/100 g de poids corporel/jour pendant 4 semaines et une
élévation de la concentration et de la motilité des spermatozoides ont été observées (Ola-
Mudathir et al 2008). De plus, lorsque des rats Wistar ont recu de I'extrait d'ail a une dose de
250 mg/kg une fois par jour pendant 15 jours pour déterminer les lésions testiculaires induites
par le traitement, il y a eu une augmentation du nombre de spermatozoides et une diminution des
anomalies des spermatozoides (Nasr, 2017). Dans d'autres recherches, aprés 35 jours
d'administration de 400 mg / kg d'extrait aqueux de bulbe d‘ail a des rats, il a été constate qu'il
améliorait la motilité et la viabilité des spermatozoides chez le rat Wistar (Asadpour, et al
2013).

Cela peut expliquer que lail contienne des composes organosoufrés qui contribuent a la
formation d'especes soufrées réactives (Mendiola et al 2010). Les résultats sont tres
probablement dus aux nutriments et aux précurseurs producteurs de spermatozoides présents
dans l'ail. Les composants actifs de différents groupes chimiques peuvent étre responsables de

I'amelioration de la qualité et de la quantité de la production de sperme (Sadogh et al 2021).

Il est important de savoir maintenant que le type de préparations, la technique d'administration et
les dosages sont les trois principaux facteurs pouvant expliquer ces différents résultats. De plus,
selon la facon dont il est préparé, la concentration de composants bioactifs de l'ail varie
considérablement (Emokpae & Olaode 2021).

Les résultats de la vitesse des spermatozoides n‘ont montré aucune diminution significative de la
VCL dans les groupes Azadirachtine. Une réduction considérable de la quantité de traitement

Imidaclopride. Lorsque Extrait aqueux de I’ail n'a pas modifi¢ la VCL. Dans les données VSL, la
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dose maximale de I’Extrait aqueux de I’ail a diminué, tandis que les traitements par
I’Azadirachtine et 'Imidaclopride n'ont pas montré d'élévations significatives. En termes de
PAYV, les groupes exposés a 1’Azadirachtine, la dose la plus élevée de I’Extrait aqueux de ’ail et
le groupe témoin ne différaient pas significativement. Une baisse considérable a été constatee

dans les groupes traités par I’Imidaclopride.

Des résultats similaires ont été obtenus lorsque des rats ont regu de I'lmidaclopride a des doses
de 112 et 225 mg/kg par voie orale pendant 60 jours, entrainant une augmentation significative
de la vitesse aberrante des spermatozoides (Najafi et al., 2010). La réduction des parametres de
vitesse (VSL, VAP et VCL) a pH 6,2 et 5,2 (Zhou et al., 2015) peut mieux montrer I'influence

des pesticides sur le pH environnemental.

Il est clair dans nos résultats que le I’Extrait aqueux de I’ail n'a pas modifi¢ I'amplitude du
déplacement latéral de la téte (ALH). Alors que la dose plus faible d'Azadirachtine a
considérablement réduit 'ALH des spermatozoides, alors que d'autres groupes présentaient une

baisse significative.

La dose plus ¢levée de I’Extrait aqueux de I’ail et la dose plus faible d'Azadirachtine n'ont pas
affecté la fréquence croisée des battements (BCF). Les doses plus faibles d'Imidaclopride et de
I’Extrait aqueux de 1’ail et la dose plus élevée d'Azadirachtine ont toutes deux montré une légere
réduction. Cela peut s'expliquer par le r6le des mitochondries en tant que générateur d'énergie
qui se reflete dans la motilité des spermatozoides, les caractéristiques de vitesse (VCL, VSL et
VAP), ALH et BCF. Il est possible qu'un dysfonctionnement mitochondrial, qui diminue
I'énergie necessaire au mouvement des flagelles (Talbi et al. 2022), et qu'il puisse étre a l'origine
des effets négatifs sur les parametres de motilité des spermatozoides que l'on retrouve dans nos
résultats. De plus, la motilité, la vitesse, le déplacement latéral de la téte et la fréquence des
battements des spermatozoides dépendent tous de l'activité de l'isoforme Na, K-ATPase a4
(Jimenez et al. 2010). La Na+-K+ ATPase est une protéine transmembranaire universelle, et les
spermatozoides et germes exclusifs expriment son isoforme a4 (ATP1A4) (Tiwari et al. 2022).
De plus, 'ATP1A4 contréle les molécules de signalisation dans les parties radeau et non radeau
de la membrane plasmique du sperme pour contréler l'activation, les contacts spermatozoides-
ovocytes, I'nyperactivation et les molécules de signalisation impliquées dans la capacitation. Les

anomalies dans ces caractéristiques du sperme ont longtemps été utilisées comme prédicteur de
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la fertilité¢ masculine (Shibahara et al., 2004). Les pesticides peuvent bloquer ou désactiver la
Na,K-ATPase ou l'isoforme a4, ce qui explique pourquoi.

En termes de concentration de testostérone, nos résultats ont révélé que le traitement par
Azadirachtine et Imidaclopride provoque une diminution des niveaux de testostérone. Alors qu'il

a été augmenté dans le traitement Extrait aqueux de I’ail.

Les pesticides, en raison de leur affinité pour les récepteurs aux androgenes, peuvent stimuler ou
bloquer ces récepteurs, inhibant leur fonction (Mikoli¢ & Bréi¢ Karaconji, 2018). Les
pesticides sont susceptibles d'avoir un effet sur I'axe hypothalamo-hypophysaire, qui produit la
GnRH, responsable de la sécrétion de LH ; LH stimule les cellules de Leydig pour synthétiser la
testostérone ; par conséquent, une réduction de la LH peut signifier une réduction des niveaux de
testostérone (Joshi et al., 2011). De plus, les pesticides perturbateurs endocriniens peuvent
interférer avec la production, la secrétion, le transport, le metabolisme, la liaison ou I'¢limination
normaux des hormones (Memon et al., 2014). De nombreuses études ont montré que les
pesticides entravent l'activité des estérases non specifiques dans les cellules de Leydig,
entrainant une synthese de testostérone plus faible (Bustos et Gonzalez 2003, Najafi et al.
2010). Selon Moreira et al. (2021), la baisse des niveaux de testostérone est un impact commun
de toutes sortes de pesticides sur les cellules de Leydig, et deux mécanismes principaux
semblent étre responsables de cette action. Les premiers effets perturbateurs endocriniens des
produits chimiques produisent I'inhibition des genes impliqués dans le processus stéroidogéne, et
leur présence dans les organismes provoque des niveaux élevés de ROS, qui a leur tour

provoguent des dommages mitochondriaux (Moreira et al., 2021).

Ces résultats sont cohérents avec les résultats de (Mohamed et al., 2016), qui ont découvert que
les taux sanguins de testostérone étaient considérablement plus faibles chez les rats adultes
traités a I'Imidaclopride a une dose de 1 mg/mil/kg de poids corporel pendant 65 jours.
L'exposition a I'imidaclopride peut altérer le bon fonctionnement des systemes endocriniens des
animaux en interférant avec les hormones endogenes (Mikoli¢ & Br¢i¢ Karaconji, 2018).
Morovati et al., (2009) ont découvert que l'administration a des rats males d'une dose de 25
mg/kg d'extrait insecticide commercial d'azadirachtine pendant 6 jours n'entrainait aucune

variation significative des niveaux de testostérone entre les groupes expérimentaux.
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Des résultats similaires ont constaté des augmentations de la concentration de testostérone chez
les lapins Bouscat males qui ont regu des doses quotidiennes de 3, 9 et 27 mg/kg d'extrait d'ail
pendant 8 semaines (El Kelawy 2020). Lorsque la poudre d'ail a été administrée a des rats
Sprague-Dawley soumis a un régime a base de caséine pendant 28 jours a une dose de 8 g/kg, les
niveaux de testostérone chez les animaux ont augmenté (Oi et al., 2001). Des résultats similaires
ont été observés lorsque des rats Sprague-Dawley ont recu de I'huile dail a 80 mg/kg/jour
pendant cing jours par semaine pendant 90 jours (El-Akabawy & EI-Sherif, 2016). Ces études
montrent que l'ail augmente la synthése de testostérone (Oi et al., 2001).

En termes de concentration de testostérone, nos résultats ont révélé que le traitement par
Azadirachtine et Imidaclopride provoque une diminution des concentrations de la testostérone.

Alors qu'il a été augmenté dans les groupes traités par 1’extrait aqueux de 1’ail.

Les pesticides, en raison de leur affinité pour les récepteurs aux androgénes, peuvent stimuler ou
bloquer ces récepteurs, inhibant leur fonction (Mikoli¢ & Bréi¢ Karaconji, 2018). Les
pesticides sont susceptibles d'avoir un effet sur I'axe hypothalamo-hypophysaire, qui produit la
GnRH, responsable de la sécrétion de LH ; LH stimule les cellules de Leydig pour synthétiser la
testostérone ; par conséquent, une réduction de la LH peut signifier une réduction des niveaux de
testostérone (Joshi et al., 2011). De plus, les pesticides perturbateurs endocriniens peuvent
interférer avec la production, la sécrétion, le transport, le métabolisme, la liaison ou I'élimination
normaux des hormones (Memon et al., 2014). De nombreuses études ont montré que les
pesticides entravent l'activité des estérases non specifiques dans les cellules de Leydig,
entrainant une synthese de testostérone plus faible (Bustos et Gonzalez 2003, Najafi et al.
2010). Selon Moreira et al. (2021), la baisse des niveaux de testostérone est un impact commun
de toutes sortes de pesticides sur les cellules de Leydig, et deux mécanismes principaux
semblent étre responsables de cette action. Les premiers effets perturbateurs endocriniens des
produits chimiques produisent I'inhibition des genes impliqués dans le processus stéroidogéne, et
leur présence dans les organismes provoque des niveaux élevés de ROS, qui a leur tour

provoguent des dommages mitochondriaux (Moreira et al., 2021).

Ces résultats sont cohérents avec les résultats de (Mohamed et al., 2016), qui ont découvert que
les taux sanguins de testostérone étaient considérablement plus faibles chez les rats adultes

traités a I'Imidaclopride a une dose de 1 mg/ml/kg de poids corporel pendant 65 jours.
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L'exposition & I'imidaclopride peut altérer le bon fonctionnement des systémes endocriniens des
animaux en interférant avec les hormones endogenes (Mikoli¢ & Br¢i¢ Karaconji, 2018).
Morovati et al., (2009) ont découvert que l'administration a des rats males d'une dose de 25
mg/kg d'extrait insecticide commercial d'azadirachtine pendant 6 jours n'entrainait aucune

variation significative des niveaux de testostérone entre les groupes expérimentaux.

Au contraire, une réduction du taux de testostérone a été observée apres 48 jours de traitement
avec une solution aqueuse dail chez des rats Wistar nourris avec un régime a 7,5 % par
Hammami et al. (2013). Cet écart dans les résultats pourrait &tre d0 a des variations dans les
préparations dail et la période de traitement (Emokpae & Olaode 2021). De plus,
I'administration de disulfure de di allyle, un composant clé contenant du soufre volatil présent
dans l'ail, a provoqué une augmentation dose-dépendante des taux plasmatiques de LH (Oi et al
2001). C'est une des raisons pour lesquelles d'autres recherches ont démontré I'inhibition dose-
dépendante de la libération de testostérone par les extraits d'ail (Sadogh et al 2021).

5. Effet du traitement sur les parameétres du stress oxydant
Nos résultats sont conformes a ceux de Bal et al., (2012), qui ont observé une augmentation des
niveaux de MDA dans les testicules apres 90 jours d'administration orale d'Imidaclopride a une

dose de 8 mg/kg chez des rats méales en croissance.

Le malondialdehyde (MDA) est un indicateur essentiel des dommages oxydatifs des lipides
puisqu'il s'agit d'un produit oxydatif clé de I'acide gras polyinsaturé peroxydé dans les tissus (El-
Gendy et al., 2010). Les niveaux de MDA dans les groupes Azadirachtine et Imidaclopride
étaient légérement plus éleves alors qu'ils étaient plus faibles dans les groupes Extrait aqueux de

I’ail.

En ce qui concerne les effets de l'ail, des rats ont recu du jus de bulbe d'ail pendant 4 semaines a
des doses de 60 et 120 mg/kg pour voir comment cela les affectait. Une diminution de l'activité
du MDA du sperme et une diminution de l'impact de Crcl3 sur le statut antioxydant
(Ghalehkandi, 2018). Des résultats similaires ont été obtenus lorsque des rats Wistar ont recu
250 mg/kg d'extrait d'ail une fois par jour pendant 15 jours pour déterminer si l'adriamycine
causait des lésions testiculaires (Nasr, 2017). Selon des études, l'allicine (un composé organique

abondant dans I’ail) dans l'ail peut supprimer la LPO (peroxydation des lipides), piéger les
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radicaux libres et baisse des taux de lipides sanguins (Lotfi et al., 2021). D'autres recherches ont
démontré que l'utilisation de l'ail peut augmenter les niveaux de la testostérone en réduisant le
stress oxydatif (Ola-Mudathir et al., 2008 ; Lotfi et al., 2021).

Nous avons constaté que les niveaux de GSH diminuaient dans les deux groupes Imidaclopride
mais restaient inchangés dans tous les autres groupes. En ce qui concerne les niveaux de GPx, ils
étaient plus faibles dans le traitement Imidaclopride et Azadirachtine. Néanmoins, ils étaient
élevés dans les groupes traités par I’Extrait aqueux de 1’ail. C'est peut-étre parce que le tissu
testiculaire se divise rapidement, il est extrémement vulnérable aux radicaux libres et au stress
oxydatif (Lotfi et al 2021). De plus, on pense que les cellules de Leydig dans les testicules
sécrétent moins de testostérone lorsque les niveaux de stress oxydatif augmentent (Cao et al
2004).

Les niveaux d'activité de la catalase, du superoxyde dismutase et de la glutathion peroxydase ont
augmenté dans les groupes traités avec l'extrait aqueux de feuilles d'Azadirachta indica, selon les
conclusions de Christian (2019). La présence de composes phytochimiques, notamment de
phénols, de flavonoides et de tanins, dans la plante suggere qu'elle possede des propriétés
antioxydantes. Les antioxydants présents dans les composants des plantes médicinales aident au
traitement des situations de maladie (Gulcin, 2012). Des extraits de plantes a forte teneur en
phénols et flavonoides ont montré des propriétés antioxydantes démontrées (Christian et al.,
2019). Nos résultats peuvent avoir été influencées par la présence de ces composes

phytochimiques.

Il a été cité que l'azadirachtine peut augmenter la survie cellulaire dans des conditions de stress
inflammatoire et oxydatif sévere en protégeant les cellules induites par le LPS suite a des
altérations métaboliques et moléculaires liées a l'inflammation et du dysfonctionnement
mitochondrial (John & Raza, 2022). Cela pourrait expliquer pourquoi nous n‘avons pas identifié
les modifications MDA, GSH et GPx dans cette recherche. D'autre part, plusieurs recherches ont
examiné les capacités antioxydantes de l'ail et comment elles affectent divers organes (Lotfi et al
2021).

D’autre part, L'Imidaclopride a induit une augmentation de la production de ROS chez le rat

(Lonare et al., 2016). La creation d'une génération excessive de ROS peut modifier le systeme
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de défense antioxydant cellulaire et, par conséquent, altérer la sensibilité au stress oxydatif, qui
peut étre responsable de I'impact nocif de I'lmidaclopride (Lonare et al., 2016). On pense que la
formation de ROS cause des dommages a I'ADN, la degradation des protéines et la peroxydation
de lipide (LPO), qui causent tous des dommages a de nombreux tissus essentiels (Khan et al.,
2005 ; Lonare et al., 2016). Ces radicaux libres extrémement réactifs épuisent les mécanismes
de défense antioxydants, ce qui peut entrainer une instabilité cellulaire et des dommages
oxydatifs a la membrane cellulaire (Kapoor et al., 2009 ; Bal et al., 2012). Cela pourrait
expliquer pourquoi nous n‘avons pas identifié les modifications MDA, GSH et GPx dans cette
étude.

Nous signalons aussi que dans des recherches antérieures, des rats adultes méles traités avec de
I'Imidaclopride a une dose de 8 mg/kg pendant 90 jours ont présenté une baisse significative des
niveaux de GSH (Bal et al., 2012). Il y a également eu des résultats significatifs lorsque les
niveaux de GSH et de GPx dans les testicules ont été réduits par I'lmidaclopride a 90 mg/kg
pendant 28 jours chez des rats adultes males (Lonare et al., 2016).

Nos résultats ont indiqué que l'ail a également réduit le stress oxydatif, neutralisé les radicaux
libres, amélioré la spermatogenese et augmenté la fertilité (Asadi et al 2017). En raison de ses
caractéristiques antioxydantes, l'ail est un excellent choix pour cela (lotfi et al 2021). De
nombreuses études montrent que l'ail a des propriétés antioxydantes ; une augmentation des
activités GSH et GPx a été observée chez des rats Wistar ayant recu de I'extrait d'ail a une dose
de 250 mg/kg une fois par jour pendant 15 jours afin d'étudier les dommages causés par
I'adriamycine aux testicules (Nasr 2017). Il y a également eu une augmentation de la protection
antioxydante dans les testicules de rats traités avec par l'extrait aqueux d'ail a 400 mg/kg pendant
35 jours (Asadpour et al., 2013).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Conclusion et perspectives

En conclusion, cette étude approfondie a jeté une lumiére significative sur les implications
physiologiques de l'utilisation d'insecticides chimiques, tels que I'lmidaclopride, en comparaison
avec des alternatives bio-insecticides dérivées du Neem et de I'extrait aqueux d'ail, chez des rats
Wistar males. Les résultats obtenus soulignent des variations notables dans plusieurs paramétres
physiologiques, mettant en évidence des différences significatives entre les deux types de

pesticides étudiés.

Cette recherche apporte une contribution substantielle a la littérature en soulignant l'importance
cruciale de considérer des alternatives plus écologiques aux pesticides chimiques. Les
conclusions mettent en garde contre les effets potentiels sur la santé associés a I'utilisation
d'insecticides chimiques, en particulier I'lmidaclopride, et encouragent la promotion d'approches

plus durables dans le domaine agricole, prenant en compte la santé environnementale.

Les resultats spécifiques de I'étude démontrent que I'Azadirachtine, derivée du Neem, pourrait
représenter une alternative plus sdre, du moins en termes d'impact sur le foie et le poids corporel
des rats. A l'inverse, I'lmidaclopride, en particulier & des doses élevées, est associé a des effets

néfastes sur la masse hépatique et la croissance des rats.

L'extrait aqueux d'ail présente des résultats contrastés, soulignant la complexité des réponses
physiologiques aux traitements, méme par des extraits naturels. Les conclusions relatives aux
parametres hematologiques mettent en évidence des différences marquées entre I'Azadirachtine
et I'midaclopride, soulignant l'importance de considérer la santé globale des organismes

eXpOoses.

L'évaluation des parameétres biochimiques de la fonction hépatique et rénale met en évidence des
différences significatives entre I'Imidaclopride et I'Azadirachtine, soulignant la nécessité de
prendre en compte les impacts spécifiques de chaque substance. Les résultats sur les paramétres
de reproduction soulignent les effets déléteres des pesticides sur la reproduction masculine, avec
des altérations significatives observées avec I'Imidaclopride et I'Azadirachtine, tandis que

I'extrait d'ail présente des effets protecteurs potentiels.
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L'analyse du stress oxydatif révéle des tendances distinctes, avec I'ail montrant des propriétés
antioxydantes marquées, I'Azadirachtine présentant des effets protecteurs, tandis que
I'Imidaclopride indique un impact potentiel sur le stress oxydatif.

En synthese, I'ensemble de ces résultats convergents souligne l'impératif d'une évaluation
approfondie des impacts des pesticides sur divers aspects de la santé. Ces conclusions plaident en
faveur d'une approche prudente dans I'utilisation des pesticides, mettant en évidence I'importance
cruciale de préserver I'équilibre entre I'efficacité agricole et la préservation de la santé globale de
notre environnement. Des réglementations plus strictes et des politiques agricoles orientées vers
la durabilité sont nécessaires, tout en encourageant la recherche continue pour mieux comprendre
les interactions complexes entre les produits chimiques et les composés naturels. En somme,
cette étude renforce l'urgence de repenser nos pratiques agricoles pour préserver la santé animale,

humaine et environnementale a long terme.

Les résultats de cette étude ouvrent la voie a plusieurs perspectives de recherche et d'application

pratique :

1. Dosage des résidus des pesticides par HPLC.

2. Etude histologique plus approfondie des organes cibles des pesticides.

3. Privilégier les biopesticides vegétales pour lutter contre les ravageurs des cultures.
4

Faire des études epidémiologiques des maladies chez les agriculteurs en Algérie.
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ABSTRACT

Occupational and environmental exposure to
pesticides, that induce oxidative damage may impair
male fertility. The present study aims to compare the
toxic effects of a chemical insecticide (Imidacloprid)
against two bio-pesticides (Azadirachtin) and aque-
ous garlic extract on male fertility and oxidative
stress parameters in Wistar male rats. Animals were
divided into 7 groups, the G1 served as the control
group. G2, G3, G4, and G5 were orally fed Aza-
dirachtin and Imidocloropid at 1/30 and 1/15 LD50,
respectively. G6 and G7 were treated with 1/30 and
1/15 LD50 garlic aqueous extract for 6 weeks. The
results showed a decrease in absolute testis mass in
Imidocloropid and Azadirachtin-treated groups, and
a significant decrease in testosterone level in Im-
idacloprid-treated groups compared to the control
group. Sperm concentration, motility, viability, ve-
locity, amplitude of lateral head displacement, and
beat cross frequency were all significantly lower in
Imidacloprid treated groups. In addition, as com-
pared to the control group, these pesticides caused an
increase in oxidative stress parameters such as MDA
levels and a substantial decrease in GSH and GPx
levels. Thus, we suggested that the bio-insecticide
Azadirachtin was not strictly safe, and the aqueous
garlic extract was less toxic than the two insecticides
regarding its negative effects on male reproductive
and oxidative stress parameters.

KEYWORDS:
Chemical pesticide, fertility, insecticide, bio-insecticides,
oxidative stress, rats

INTRODUCTION

Agricultural productivity, can be adversely af-
fected by numerous pests [1]. To maintain agricul-
ture production at high levels, pesticides have been
extensively used, but require careful identification of
the factors impacting livestock or crop production so
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that on-time application using the recommended
method can be realized [2]. In many instances, pes-
ticides have been proven successful at reducing pest
populations, yet also had several unwanted environ-
mental consequences owing to the negative effects
they incur on non-target species [3]. They cause
acute poisoning in mammals, as well as long-term
health impacts, such as adverse effects on reproduc-
tion [4].

Among neonicotinoids, Imidacloprid have be-
ing intensively used over the years, representing a
major class of highly potent insecticides sprayed for
crop protection against piercing-sucking insects [5],
yet although having adverse effects on non-target
species, and could affect reproductive function [6],
[7], reduce sperm count, motility, and viability [8],
and cause oxidative effects by reducing testis GSH,
and GPx [9]. Subchronic exposure to Imidacloprid
can cause sperm abnormal velocity, and can also re-
duce the testosterone levels in male rats [10]. All of
these alterations can lead to infertility [9].

Many countries have amended their policies to
minimize — or ban — the use of chemical pesticides,
in order to promote biopesticides [1], which can be
defined natural products from living organisms in-
cluding plants that limit or reduce pest populations
[3]. Botanic pesticides are efficient for controlling a
wide range of crop pests, they are easily biodegrada-
ble, have varied modes of action, and have low tox-
icity for non-target organisms [11]. They are able to
disrupt insect mating or kill certain insect larvae. The
protectors incorporated in the plants are pesticide
substances produced from genetic material [12].

Azadirachtin is the main substance obtained
from extracts of Azadirachta indica, belonging to the
Meliaceae family [13] and has bio-insecticidal capa-
bilities [14]. Azadirachtin has a variety of physiolog-
ical effects on many insect pests, such as antifeed-
ancy [15]. Importantly, the efficacy of Azadirachtin
varies depending the plant part, especially when iso-
lated from leaves or seeds [16]. Neem plants are
growing on various continents [14]. Many investiga-
tions on male rats have indicated that oral admin-
istration of Azadirachtin was observed to lower
sperm viability and serum testosterone levels [17].
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On the other hand, plant-based insecticides de-
rived from garlic extract, can be used to repel crop
pests. In agriculture, it is well known that the odor of
garlic (Allium sativum) can be utilized to repel nu-
merous pests in plants. Garlic includes beneficial
chemical substances such as essential oils, allyl di-
sulfide, and allicin, which are good pest repellents.
Furthermore, allicin is a chemical that gives garlic its
characteristic odor [18].

The present work aims to comparing the toxic
effects of the Imidacloprid, Azadirachtin, and an
aqueous extract of garlic as bio-insecticide on male
fertility and stress oxidative status in male Wistar
rats.

MATERIALS AND METHODS

Animals. This study was carried out on 56 male
Wistar rats (8 in each group), each, about four
months old and weighing between 250 and 300 g.
They were purchased from the Pasteur Institute in
Algiers, Algeria. Rats were placed in polypropylene
cages (230*430 mm) at the animal housed in the bi-
ology department at Badji Mokhtar University under
natural conditions of photoperiod at a temperature of
23+2°C. Animals were provided with a diet based on
Corn, Barley, Soy, Phosphate, Limestone, Cellulose,
Minerals and Vitamins from the eastern livestock
feed unit, Oued Fragha — Guelma, Algeria) and free
access to water ad libitum.

Plant extraction. In the manufacturing process
of the aqueous garlic extract according to [19]. The
method involved weighing and pulverizing peeled
garlic bulbs using an electric grinder. The resulting
grind was homogenized with 100 mL of distilled wa-
ter in a high-speed blender for 15 minutes, followed
by swirling for 24 hours for maceration. After filtra-
tion using a Wattman no.3 paper, the resultant aque-
ous extract of garlic was stored at 3+1°C for subse-
quent use.

Treatment. After the adaptation period (20
days), rats were weighed and divided into 7 groups
(8 rats in each group), and the rats were daily sup-
plied with treated diet for 6 weeks as follows:

Group 1 (G1): the control group received a
standard diet

Group 2 (G2): treated with 1/30 LD50 of Aza-
dirachtin

Group 3 (G3): treated with 1/15 LD50 of Aza-
dirachtin

Group 4 (G4): treated with 1/30 LD50 of Im-
idacloprid
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Group 5 (G5): treated with 1/15 LD50 of Im-
idacloprid

Group 6 (G6): treated with 1/30 LD50 of the
garlic aqueous extraction

Group 7 (G7): treated with 1/15 LD50 of the
garlic aqueous extraction

For all experimental treatments, the bio-insec-
ticide Azadirachtin, the aqueous extract of garlic,
and the chemical pesticide Imidacloprid were mixed
with a standard diet. Imidacloprid has an LD50 of
450 mg/kg [20], Azadirachtin has an LD50 of >5000
mg/kg [21], and garlic has an LD50 of 32g/kg [22].

Collection of blood, sperm and testes. Sam-
ple collection. At the end of the 6-week treatment
period, rats were sacrificed. A volume of 3 ml of
blood was collected dry tubes, which were centri-
fuged at 3000 rpm for 15 minutes at 4 °C to separate
the serum for testosterone analysis. Testes were pre-
vailed and weighted using a KERN PRS 320-3 pre-
cision balance (d=0.1mg) and stored at -20°C for
evaluation the oxidative stress parameters.

Hormonal assays. The enzyme-linked im-
munosorbent assay (ELISA) method, as described in
the manual for the commercial kit (produced by
DGR Instruments GmbH, Germany), was used to
measure the serum testosterone concentration.

Sperm Analysis. Sperm parameters including
concentration, mobility, curvilinear velocity (VCL),
velocity straight-line path (VSL), beat cross fre-
quency (BCF), and lateral head displacement (ALH)
were measured using CASA (Computer-Assisted
Sperm Analysis) method with Sperm Class Analysis
(SCA®, Microptic S.L, Barcelona, Spain. The sperm
was diluted in a physiological solution of 0.9% NaCl
at 37 °C. 5 pl of the mixture were placed in the Gold-
Cyto counting chamber and the examination was
carried out under a NIKON® ECLIPSE Ci micro-
scope (Nikon E200-LED) using a x40 objective with
negative-phase contrast and phase condenser con-
trast.

Vitality. The hypo-osmotic swelling test is
used to assess the vitality and membrane integrity of
spermatozoa, in particular the morphological
changes of their tail. A solution containing sodium
citrate and fructose is prepared and frozen for 10
minutes. After thawing, the solution is well mixed.
To perform the test, 1 ml of the solution is placed in
a water bath at 37°C for 3 minutes. Then, 0.1 ml of
semen fluid is added and the whole is incubated at
37°C for 30 minutes. After observation under a mi-
croscope at a magnification of x40. The percentages
of live and dead spermatozoa were manually calcu-
lated based on the analysis of 100 counted spermato-
zoa.
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Oxidative stress assays. The preparation of the
tissue homogenate was carried out by grinding one
gram of tissue with 9 ml of a buffer solution called
Tris-buffered saline (TBS) containing 50 mM Tris,
150 mM NaCl and a pH of 7.4. The cell suspension
obtained was centrifuged at 3000 rpm for 15 minutes
and the supernatant was stored at -20°C. This super-
natant was used for the assays of the oxidative stress
parameters.

The dosage of reduced glutathione (GSH) was
carried out according to the method of Weckbecker
& Cory [23]. This assay is based on the measurement
of the optical absorbance of 2-nitro-5-mercapturic
acid, which is formed by the reduction of 5,5'-dithio-
bis-2-nitrobenzoic acid (reagent of Ellman, DTNB)
by the sulfhydryl groups (-SH) present in GSH.

The malondialdehyde (MDA) assay was per-
formed on testicular samples. For the preparation of
the homogenate, 500 mg of tissue were cold ground
in the presence of a phosphate buffer solution. MDA
is a product formed during the degradation of poly-
unsaturated fatty acids by free radicals. In our study,
MDA levels in hepatic and testicular tissues were as-
sessed according to the method of [24]. The assay is
based on the reaction between MDA and thiobarbi-
turic acid (TBA) at high temperature and in acidic
medium, forming a colored pigment absorbing at
530 nm, which can be extracted by organic solvents
such as butanol.

The enzyme activity of glutathione peroxidase
(GPx) was assayed on and testicle samples. For the
preparation of the homogenate, 500 mg of each tis-
sue were cold ground in the presence of a TBS solu-
tion. The enzymatic activity of GPx was measured
according to the method of [25]. This method is
based on the reduction of hydrogen peroxide (H202)
in the presence of reduced glutathione (GSH), which
is converted into oxidized glutathione (GSSG) by the
action of GPx.

Protein assay. The protein concentration is de-
termined using the method of [26] which uses Coo-
massie blue (G 250) as a reagent. Coomassie blue
reacts with amino groups (-NH2) of proteins to form
a blue colored complex. The intensity of the blue
color reflects the degree of ionization of the acid me-
dium and corresponds to the concentration of pro-
teins.

Statistical Analysis. All results were expressed
as means £ SEM. The statistical analysis was per-
formed by computing t-student pairs between the
control group and each treated group. The statistical
analysis was carried out using GraphPad Prism Ver-
sion 5.
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RESULTS AND DISCUSSION

Synthetic pesticides represent a significant cost
for smallholder f armers and may not be widely
available [27]. The purpose of this study is to evalu-
ate the toxicity of a chemical insecticide to a plant
bio-insecticide isolated from Neem (Azadirachta in-
dica) and the aqueous extract of garlic on male fer-
tility in Wistar rats after 6 weeks of treatment.

Effects of the 6-week treatment on rats. No
death was recorded during the 6-week oral treatment
of the rats, and no sign of adverse effects was no-
ticed.

Effects of the treatment on the weight of tes-
tes and epididymis. The results of the experiment
are presented in Table (1) and revealed a significant
reduction in the mass of the testes in the rats which
received one of the two tested doses of Imidacloprid,
as compared with their control relatives. Conversely,
the mass of the testes of the rats supplied with the
garlic extracts was increased. There was no signifi-
cant decrease in the weight of the testis and epididy-
mis in the group treated with Azadiracthin as com-
pared to the untreated rats.

Actually, pesticides have endocrine-affecting
qualities that can disrupt the male reproductive sys-
tem by upsetting the hypothalamic-pituitary-testicu-
lar axis [28]. As its name suggests, this axis is made
up of the hypothalamus, pituitary gland, and testes.
Multiple levels of regulation are in place for sper-
matogenesis, and new sperm function tests use mo-
lecular diagnostics [29].

It is known that testicular mass is a good clini-
cal marker of male reproductive function [30]. It is
suggested that the decrease in testis weight is proba-
bly due to two effects: the anti-spermatogenic is the
first, which can decrease the diameter and number of
spermatogonia, spermatocytes, and spermatids in the
seminiferous tubules of the testis. The second one is
the anti-androgenic effect, which reduces the num-
ber of sperm in the tubules of the testis [31]. The re-
duction in testicular mass observed in pesticide-
treated rats could be attributed to a decrease in sem-
iniferous tubule size [32] and a halt in spermatogen-
esis as a result of steroid biosynthesis inhibition; tes-
tosterone is a critical component in the normal de-
velopment and functioning of the testes as it requires
continuous androgenic stimulation [6].

Aladakatti et al. found that administering Aza-
dirachtin (1.5 mg/kg body mass) for 24 days resulted
in a reduction in the mean testis weight, which cor-
roborated our findings [33]. Similarly, Lonare et al.
discovered a substantial reduction in testis weight in
rats orally treated with Imidacloprid [9]. It is men-
tioned that S-allyl cysteine, an active ingredient in
garlic, is the most abundant bioactive compound
[34]. According to a recent study on his effects, the
garlic therapy had no influence on the Fischer rat’s
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testis weight ratio [35].

The effect of the chemicals on reproductive
parameters and testosterone concentration.
Sperm concentration, viability, and velocity in the
tail of the epididymis showed that sperm concentra-
tion was significantly decreased in the rat group
treated with the lowest dose of Azadirachtin
(p<0.01) (Table 2). These reproduction parameters
were significantly decreased (p<0.001) in rats
treated with the highest Azadirachtin dose. A similar
finding was noted on the vitality (%) for the rats that
were exposed to Imidacloprid in comparison to con-
trols (Table 3). The motility of the sperm was also
decreased at the highest dose of Azadirachtin, and
with the two doses of the chemical pesticide im-
idacloprid, as compared to the control. As shown in
Table (2), the number of viable spermatozoa de-
creased significantly in the Imidacloprid-treated an-
imals as compared to the control group. The same
result was observed in the curvilinear velocity
(VCL) and average path velocity (VAP), which
showed a significant reduction (p<0.001) in the G4
and G5 groups treated with imidacloprid compared
to the control group (Table 3).

The reduction observed in sperm concentration
and vitality in the groups treated with the chemical
pesticide could be reasonably attributed to oxidative
stress induced by the pesticides; it may also be ex-
plained by the drastic changes in testicular tissue
generated by the depletion of type A turnover sper-
matogonia caused by Imidacloprid exposure, which
plays an important role in the proliferation phase of
spermatogenesis [36]. In addition, Imidacloprid in-
duces an increase in ROS production in rats [9].
These free radicals may damage the testicular germ
cells, resulting in changes in spermatogenesis that re-
duce the amount of spermatozoa [37]. Similar to this,
it was discovered that oxidative stress causes DNA
breakage, membrane lipid peroxidation, and apopto-
sis, all of which affect spermatozoa function [38].
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The decrease in sperm motility measures found in
our study appears to be an indication that sperm mo-
tility cannot be acquired or maintained. Since the
spermatozoa tail is a crucial organ for spermatozoa
motility, these results might be explained by disrup-
tions to its morphology [39]. As a result, it was found
that sperm flagella morphology significantly corre-
lated with changes in sperm motility [39]. Alterna-
tively, it might be due to any contraceptive drug that
directly affects spermatozoa by changing their en-
zymes [40].

These findings back up those of Mohamed et
al., who discovered a substantial sperm abnormality
in adult rats subjected to 1 mg/mL/kg body weight
of Imidacloprid for 65 days [41]. At 90 mg/kg, Im-
idacloprid oral 15-day therapy resulted in a reduction
in sperm count, motility, and vitality in male rats [8].
In another study conducted by Aladakatti et al., the
findings of Azadirachtin therapy at a dosage of 1.5
mg/kg body weight indicated a substantial reduction
in sperm count and motility [33].

Osonuga et al. have reported that there were in-
creases in sperm count, motility, and viability in the
treatment of Wistar rats with garlic extract for 21
days [42]. Also, when Wistar rats were given garlic
extract at a dose of 250 mg/kg for 15 days, there was
an increase in sperm count and a decrease in sperm
abnormalities [43]. In other research, after 35 days
of administration of 400 mg/kg of garlic bulb aque-
ous extract to rats, it was found to improve sperm
motility and viability in the Wistar rat [44].

It can be explained that garlic contains organo-
sulfur compounds that contribute to the formation of
reactive sulfur species [45]. The results are most
likely due to the nutrients and sperm-producing pre-
cursors found in garlic. The active components from
different chemical groups may be responsible for im-
proving the quality and quantity of sperm production
[46].

TABLE 1
Mean body weight, testicular, and epididymis absolute weights (g) in treated rats compared to the control.
Results are expressed as (Mean + SD, N = 8).

Groups » Control Rats treated with Rats treated with Im- Rats treated with
rats Azadiracthin idacloprid Garlic Extracts
Gl G2 1/15 G31/30 G4 1/15 G5 1/30 G6 1/15 G71/30
ass LD50 LD50 LD50 LD50 LD50 LD50
™ (g) 1.681 + 1.662 + 1.650 * 1.556 1.549 + 1.717 + 1.730 =
0.041 0.070 0.029 0.148 0.060* 0.073 0.041
EM (g) 0.631 + 0.600 0.561 + 0.542 + 0.520 + 0.631 0.640 =
0.044 0,044 0.044 0.139 0.060 0.054 0.021
IBM (g) 260.3 £ 261,6 £ 261.1+ 261.1 £ 260.4 £ 260.4 £ 262.6 £
4.979 5.012 6.266 5.436 2.387 6.093 6.948
FBM (g) 2945 + 296,4 £ 294.8 £ 296.9 £ 298.3 2919+ 286.6 £
6.782 5.208 6.296 6.232 5.392 7.200 5.423
MG (q) 34.2 34.8 33.7 35.8 37.9 315 24

NS: at p>0.05; * Significantly different from control at p<0.05 level; ** Significantly different from control at p<0.01 level;
*** Significantly different from control at p<0.001 level; TW: Testes mass; EM: Epididymis mass; IBM: Initial body mass;

FBM: Final body mas; MG: Mass gain.
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Similar results in velocity parameters were ob-
tained when rats were given Imidacloprid at dosages
of 112 and 225 mg/kg orally for 60 days, resulting in
a significant increase in aberrant sperm velocity [10].
The reduction in velocity parameters (VSL, VAP,
and VCL) at pH 6.2 and 5.2 [47] may better show the
influence of pesticides on environmental pH. In
other hand the results can be explained by the role of
the mitochondria as an energy generator, which is re-
flected in the sperm motility, velocity characteristics
(VCL, VSL, and VAP), ALH, and BCF. It is possible
that mitochondrial dysfunction, which lowers the en-
ergy needed for flagella movement [39], is the cause
of the negative effects on the sperm motility param-
eters found in our results. Additionally, sperm motil-
ity, velocity, lateral head displacement, and beat
cross frequency all depend on Na,K-ATPase 04 iso-
form activity [48]. The Na+-K+ ATPase is a univer-
sal transmembrane protein, and only sperm and germ
cells express its 04 isoform (ATP1A4) [49]. Addi-
tionally, ATP1A4 controls signaling molecules in
the raft and non-raft portions of the sperm plasma
membrane to control activation, sperm-oocyte con-
tacts, hyperactivation, and signaling molecules in-
volved with capacitation. Abnormalities in these
sperm characteristics have long been utilized as a
predictor of male fertility [50]. Pesticides may block
or deactivate the Na,K-ATPase or the a4 isoform,
which explains why.

The level of testosterone was significantly re-
duced in the rats which were supplied with food con-
taminated by Imidacloprid or Azadirachtin groups
(p<0.001) as compared with control rats. This drop
was more severe for rats exposed to Imidacloprid in
comparison to untreated animals. The level of this
hormone was increased in the rats treated with the
highest dose of garlic extract in comparison to the
control rats (p< 0.01).

The sperm tail destruction and the drop in tes-
tosterone levels, indicating testicular dysfunction,
was observed in mice treated with pesticides [51].
Furthermore, the reduced density of epididymal
sperm may be linked to a change in androgen metab-
olism [52].

Pesticides, due to their affinity for androgen re-
ceptors, can stimulate or block these receptors, in-
hibiting their function [7]. They are likely to have an
effect on the hypothalamus-pituitary axis, which
produces the pulsatile gonadotropin-releasing hor-
mone (GnRH), which is responsible for gonadotro-
pins luteinizing (LH) secretion [53]. LH stimulates
Leydig cells to synthesize testosterone; conse-
quently, a reduction in LH may mean a reduction in
testosterone levels [54]. Furthermore, endocrine-dis-
rupting pesticides can interfere with normal hormone
production, secretion, transport, metabolism, bind-
ing, or removal [55]. Many studies have found that
pesticides impede non-specific esterase activity in
Leydig cells, resulting in lower testosterone synthe-
sis [10]. According to Moreira et al., the lowering of
testosterone levels is a common impact of all kinds
of pesticides on Leydig cells, and two main mecha-
nisms appear to be responsible for this action [32].
The chemicals’ first endocrine disruptive effects pro-
duce the inhibition of genes involved in the steroido-
genic process, and their presence in organisms
causes elevated levels of ROS, which in turn cause
mitochondrial damage [32].

These findings are consistent with those of Mo-
hamed et al., who discovered that blood testosterone
levels were considerably lower in adult rats treated
with Imidacloprid at a dosage of 1 mg/mL/kg body
weight for 65 days [41]. Imidacloprid exposure can
impair the proper functioning of animal endocrine
systems by interfering with endogenous hormones
[7]. Auta & Hassan discovered that giving male al-
bino mice (5, 50 and 100 mg/kg body weight) dos-
ages of commercial Azadirachtin insecticide extract
for 6 days resulted in no significant variations in tes-
tosterone levels across experimental groups [56].

Similar outcomes have been noted in male
Bouscat rabbits receiving daily doses of 3, 9, and 27
mg/kg of garlic extract for 8 weeks [57]. Similar out-
comes were shown when Sprague-Dawley rats were
given garlic oil at 80 mg/kg/day for five days a week
for 90 days [58].

TABLE 2
Variation of the mean reproduction parameters in the control Azadirachtin treated groups (X+SD, n=8).

Azadirachtin

Groups G1: Control G2 1/30 LD50 G3 1/15 LD50
Concentration (10 mi) 171.74 £ 4.620 164,222  1.56 153.582 42,72
Motility (%6) 87.29 + 2.698 87.14+2.315 76.27 42.821 ***
Vitality (%) 82.80 + 3.033 81.00 + 2.550 73.00 + 3.082
VCL (umis) 88.40 + 5,520 83.41 + 3.27 81.78 + 2.38
VSL (umis) 16.29 + 1.248 17.89 + 1.410 1719 + 1.421
VAP (ums) 4023 + 0.460 4083 + 1.134 40.49 + 0.822
ALH (um) 4.764 % 0.229 4520 + 0.185 4.408 + 0.157
BCF (H2) 4,542 + 0,102 4544+ 0.083 4.284 + 0.070**
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TABLE 3
Variation of the mean reproduction parameters in the control and Imidacloprid treated groups
(X£SD, n=8).
Groups G1: Control Imidacloprid
P ) G4: 1/30 LD50 G5: 1/15 LD50
Concentration (10%/ ml) 171.74 + 4.620 145.012 £3.45 *** 141.216 +4.60 ***
Motility (%0) 87.29 + 2.698 58.57 £0.691 *** 43.79 £2.776 ***
Vitality (%) 82.80 £ 3.033 57.00 £ 3.391 *** 53.60 + 4.848 ***
VCL (um/s) 88.40 + 5.520 76.82+3.32* 75.17 £ 2.78
VSL (um/s) 16.29 + 1.248 16.29 + 1.849 17.43 + 1.156
VAP (um/s) 40.23 = 0.460 37.07 £ 0.668 ** 36.04 £ 1.542 ***
ALH (um) 4.764 £ 0.229 4.138 £ 0.156 3.906 £ 0.478 **
BCF (Hz) 4.542 £ 0.102 4.536 £ 0.0763 *** 4.220 £ 0.129 ***
TABLE 4
Variation of the mean reproduction parameters in the control and groups with Garlic aqueous extract
(X£SD, n=8).
. Garlic Aqueous Extract
Groups G1: Control G6: 1/30 LD50 G7: 1/15 LD50
Concentration (108 ml) 171.74 + 4.620 172.68 £3.07 176.122 £4.22
Motility (%) 87.29 + 2.698 86.41 +2.057 87.46 +4.658
Vitality (%) 82.80 + 3.033 83.00 = 2.00 87.60 £ 1.949
VCL (um/s) 88.40 £ 5.520 86.19 + 2.18 88.52 + 3.53
VSL (um/s) 16.29 + 1.248 15.08 + 0.797 12.56 + 1.403 ***
VAP (um/s) 40.23 £ 0.460 36.51 + 2.076 ** 41.05+1.951
ALH (um) 4.764 £ 0.229 4.306 £ 0.219 4.408 = 0.337
BCF (Hz) 4.542 £ 0.102 4.016 £ 0.089 4.028 £ 0.221
NS: Not significantly different from control at p>0.05
* Significantly different from control at p<0.05 level
** Significantly different from control at p<0.01 level
*** Significantly different from control at p<0.001 level
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FIGURE 1

Mean testosterone concentration (ng/ml) in treated rats
compared to the control group. (Mean + SD, N = 8).
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NS: Not significantly different from control at p>0.05, * Significantly different from control at p<0.05 level, ** Significantly
different from control at p<0.01 level, *** Significantly different from control at p<0.001 level.

They were considerably higher and different from
the control group in the Azadirachtin treatment
group on the lower dose (Figure 1). When compared
to the control group, they were significantly lower in

Effects of the chemicals on the oxidative
stress markers. The MDA levels were significantly
higher in rats supplied with Imidacloprid-contami-
nated food and G3 treated with the highest dose of
Azadirachtin than in the control group (p<0.001).
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the garlic extract group at the highest dose, particu-
larly in G7 treated with the highest dose.

In comparison to the control group, GSH and
GPx levels decreased significantly (p<0.001) in both
Imidacloprid groups. GSH did not show any changes
in other groups (Figure 2). GPx levels were slightly
decreased in G2 and showed a significant drop
(p>0.05) in G3, which was treated with Azadirachtin
at the highest dose. But there were not significantly
higher levels in the garlic extract groups compared
to the control group (Figure 2).

Malondialdehyde (MDA) is an essential indica-
tor of oxidative lipid damage since it is a key oxida-
tive product of peroxidized polyunsaturated fatty ac-
ids in tissue [59]. The MDA levels in the Aza-
dirachtin and Imidacloprid treatments were some-
what significantly higher, while they were lower in
the G-Ext groups.

Our findings are congruent with those of Bal et
al., who observed a rise in MDA levels in the testes
following 90 days of oral Imidacloprid administra-
tion at a dosage of 8 mg/kg to male rats [6]. Regard-
ing the garlic effects, rats were given garlic bulb
juice for 4 weeks at doses of 60 and 120 mg/kg, a
decrease in the activity of semen MDA [60]. Similar
outcomes were obtained when Wistar rats were
given 250 mg/kg of garlic extract for 15 days [43].
According to Lotfi et al., the allicin in garlic can sup-
press LPO, trap free radicals, and lower blood lipid
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levels [61]. Other research has demonstrated that the
use of garlic can reduce oxidative stress [62].

Because testicular tissue divides rapidly and is
extremely vulnerable to free radicals and oxidative
stress [61]. Glutathione peroxidase activity levels in-
creased in the groups treated with the aqueous ex-
tract of A. indica leaves, according to Christian et
al.’s findings. Plant extracts with significant phenol
and flavonoid content have demonstrated antioxida-
tion properties [63]. Our findings may have been in-
fluenced by the presence of these phytochemicals. It
is now that Azadirachtin can increase cellular sur-
vival under severe inflammatory and oxidative stress
circumstances by shielding LPS-induced cells from
inflammatory-related metabolic and molecular alter-
ations and mitochondrial malfunction [64].

Imidacloprid induces an increase in ROS pro-
duction [65]. The creation of excessive ROS genera-
tion may modify the cellular antioxidant defense sys-
tem and, as a result, impair susceptibility to oxidative
stress, which may be accountable for Imidacloprid's
harmful impact [9]. ROS formation is believed to
cause DNA damage, protein degradation, and lipid
peroxidation (LPO), all of which cause harm to nu-
merous essential tissues [9]. These extremely reac-
tive free radicals deplete antioxidant defense mecha-
nisms, which can lead to cell instability and oxida-
tive damage to the cell membrane [6].
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FIGURE 2

The mean Testicular levels of malondialdehyde (MDA) (umol/g tissue); glutathione (GSH) (umol/mg pro-
teins) and glutathione peroxidase (GPx) (WM GSH/min/mg proteins) of treated rats compared to control.
(Meanz SD, N = 8).

NS: Not significantly different from control at p>0.05, * Significantly different from control at p<0.05 level, ** Significantly

different from control at p<0.01 level, *** Significantly different from control at p<0.001 level.
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In previous research, male adult rats treated
with Imidacloprid at a dosage of 8 mg/kg for 90 days
had a significant drop in GSH levels [6]. There were
also some significant findings when GSH and GPx
levels in the testis were reduced by Imidacloprid at
90 mg/kg

Garlic also reduced oxidative  stress,
neutralized free radicals, improved spermatogenesis,
and increased fertility [66]. Due to its antioxidant
characteristics, garlic is a wonderful choice for this
[61]. Numerous studies show that garlic has
antioxidant properties; an increase in GSH and GPx
activities was seen in Wistar rats given garlic extract
at a dosage of 250 mg/kg once daily for 15 days in
order to study the damage Adriamycin caused to the
testicles [43]. There was also an increase in
antioxidant protection in the testes of rats treated
with aqueous garlic extract at 400 mg/kg for 35 days
[44]

CONCLUSION

Exposure of rats to two doses of Imidacloprid
and Azadirachtin by alimentation for 60 consecutive
days may induce reproductive toxicity in male rats,
which is manifested in reduced organ weight, de-
creased sperm concentration, motility, and velocity,
and perturbation in the stress oxidative parameters.
The treatment with the aqueous extract of garlic is
less toxic in our experimental conditions.
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Dr Mohamed TEKTAK. ; Leila MALLEM, David RENAULT, Cherif ABDENOUR

A participé avec une Communication Affichée intitulée
« Comparative study on toxic effects of chemical insecticide and bio-insecticide on some fertility parameters in

the male Wistar rat »

QUi s est tenu en ligne sous forme de Webinaires « visioconferences », le 9,10,11 juin 2021.




Association nationale Eco-conception , Analyse de Cycle de Vie et INEST
Développement Durable d°;::§":%%';'§%§'33 :
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Conservatoire national des formations a l’environnement S{{’ﬁ
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A TTEST#A TION DE PARTICIPA TION

Le président de la 1% journée nationale sur «Analyse de Cycle de Vie, Eco-Conception, Eco-Education, Eco-
Innovation au service du développement durable », Organisée le 11 Février 2020, par 1’Association nationale ,Eco-
conception , Analyse de Cycle de Vie et Développement Durable (ANEADD) affiliée au Réseau des Clubs
UNESCO en Algérie en partenariat avec le Conservatoire national des formations a I'environnement (CNFE),
atteste que :

TEKTAK Mohamed

A présenté une communication gffichée intitulée L'effet toxique d'un insecticide chimique par rapport a un
bio-insecticide extrait du Neem

Co-auteurs: MALLEM Leila, BOUABDALLAH Narimene
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Attestation de Participation
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Le comité d'ovganisation de la premiére journée scientifique sur la biologie des plantes
médicinales, tenue d Tébessa le 22 janvier 2020, atteste par la présente que : TEKTAK
Mohamed a participé d cette manifestation par une communication affichée intitulée : i

N S A N R T R PG TR Y 8 et S et Y A

« Study on the medicinal properties of Neem (Azadirachtaindica)» 2

Co-auteurs;, MALLFM Leila, BOUABDALLAH Narimene, ABDENNOUR Cherif
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Président de (a journée
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T SXEWITE RSN E PPN
République Algérienne Démocratique et Populaire . %
Mlmstére de '’Enseignement Superleur et de la Recherche Scientifique Aguoll - Wldgy 3030 dnola
Université Mohamed Boudiaf de M’Sila EE S
Faculté des Sciences
Département des Sciences de la Nature et de la Vie
1°" Séminaire National :
, " ] L]
L’Apport des Biotechnologies sur la Protection de
I’Environnement
Le 15-16 décembre 2019 a M’sila
Le comité scientifique du Séminaire atteste que :
Melle/Mme/Mr : TEKTAK MOHAMED
A présenté une communication affichée
Intitulée: Etudes sur les pouvoirs biofongicides de I'Ail (Allium sativum)
Co Auteurs: MALLEM LEILA, ABDENNOUR CHERIF
Le Président du Séminaire ) _@To ‘V\ Le Doyen de la Faculté des Sciences
Dr. Mouloud GHADBANE \’&4«; Pr. Ettayib BENSACI
S
Univ M. B. M'Sila
Faculté des Sciences / SNV

SNABPE 15-16.12.2019
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Ministére de I'Enseignement Supérieur et de Ia Recherche Scientifique
Université 20 Aout 1955 Skikda

Faculté des Sciences G, 23
Département des Sciences de la Nature et de la Vie 1\
SNBBMEE 2015

ATTESTATION DE PARTICIPATION

Séminaire National de Biodiversité, Biologie Médicale et Ecotoxicologie Environnementale
Skikda le 80.31 octobre 2019

Le Président du Séminaire National de Biodiversité, Biologie Médicale et Ecotoxicologie Environnementale, atteste que:
Mme.: BOUABDALLAH NARIMENE
A présentée une communication Affichée intitulée
ETUDE D’UN MELANGES DES PESTICIDES SUR QUELQUE PARAMETRES BIOCHIMIQUE ET HISTOLOGIQUE
CHEZ LE RATS MALE.

Co-auteurs: MALLEM L. & TEKTAK M.

Université 20 Aout-1955-Skikda-
Faculté des sciences
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République Algérienne Démocratique et Populaire
- Ministére de I'Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
’ Université Mohamed Khider
Faculté des Sciences Exactes et Sciences de la Nature et de la Vie
Département d’Agronomie

ATTESTATION DE PARTICIPATION

. Cette attestation est déliviée a : TEKTAK Mohamed

- Pour sa participation a la deuxiéme édition du symposium national : Protection des végétaux en zones arides

en présentant une communication orale intitulée :
Biopesticides, plantes pesticides et protection naturelle des cultures

Biskra, le 12 Novembre 2019
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UINAIRE NATIONAL IPET OXICOLOGIE

EURS ENDOCRINIENS : Risutes ot Impact sur Ia Sant6”

Annaba les 18 et 19 Septembre 2019

. Le président du’séminaire atteste que :

c
Mr TEKTAK MOHAMED
Universite BADJI MOKHTAR, Annaba

A affiché le poster N° 135, intitulé—

« Etude comparative des effets toxiques des pesticides chimiques et naturels utilisés dans
Palimentation sur plusieurs parametres physiologiques chez le Rat Wistar »

Co-auteurs : MALLEM L., ABDENOUR C.
Le Président
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 Attestation de communication 5
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Le comité d’organisation du séminaire national « Alimentation, Santé et Environnement :
Avancées et Perspectives », organisé par la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie & ’université de
Bejaia les 25 et 26 Septembre 2019, atteste que M TEKTAK Mohamed a présenté une communication
Poster intitulée :
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«Les biopesticides, des alternatives naturelles pour dispenser les pesticides chimiques»

e

Co-auteurs : MALLEM Leila & ABDENNOUR Cherif.,
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Présidente du comité d’organisation
Pr. BENDALJI F.
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