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INTRODUCTION

Durant ces dernieres décennies la productivité agricole marque une augmentation
remarquable, ainsi elle doit étre maintenue au niveau qualitatif et quantitatif indispensable a la
satisfaction des besoins mondiaux. L’agriculture se dote aujourd’hui de produits chimiques
plus performants afin de contrdler les pertes de récoltes qui sont associées a la présence de
plantes ou d’insectes nuisibles (Nauen & Bretschneider, 2002).

Les insectes possedent un squelette externe inextensible. Pour croitre, ils doivent se
débarrasser périodiquement de leur ancienne cuticule et en sécréter une nouvelle au cours
d’un cycle de mue. Chaque mue conduit a une larve de plus en plus grosse jusqu’a la
métamorphose en adulte chez les holométaboles. Ce dernier va engendrer par la suite,
I’orchestration des activités reproductives. Il est classiguement admis que ces événements
sont directement controlés par le systéme neuroendocrinien qui secréte les hormones
nécessaires dont les ecdystéroides et I’hormone juvénile. En effet, de nombreuses études
réalisées sur divers ordres d’insectes ont démontré 'implication de I’hormone juvénile, de
I’ecdysone (deux hormones régissant la croissance et la métamorphose chez les insectes) ainsi
que certaines neurohormones dans le contrdle de la reproduction (Barth & Lester, 1973; Raina
& Klun, 1984; Koeppe et al., 1985; Hagedorne, 1985; Davies et al., 2006).

Les ecdystéroides sont des stéroides polyhydroxylés synthétisés au niveau des glandes
prothoraciques (Rees, 1985, Géde et al., 1997, Gade & Hoffman, 2005), apreés activation par
I'normone prothoracicotrope (PITH) ou ecdysiotrope secrétée par les cellules neurosecretrises
cerébrales en réponse a des facteurs neuraux, hormonaux ou environnementaux (Neubueser et
al., 2005). Chez la plupart des insectes notamment chez Ephestia kuehniella, les glandes
prothoraciques dégénérent lors de la derniere mue larvaire (Glito et al., 1979) et la production
des ecdystéroides est ensuite assurée par des sources alternatives tel que [I'épithélium
folliculaire (Soltani-mazouni et al.,1999; Tu et al., 2002), les testicules (Loeb et al., 1984) et
les ovaires (Hagedorne, 1985), ce qui peut expliquer que pendant la phase de reproduction, les
gonades deviennent temporairement des organes endocrines.

Cette hormone gonadotrophique est nécessaire a la régulation du développement des
systemes reproducteurs males et femelles. En effet elle joue un réle clé chez les males dans la
différenciation des disques génitaux imaginaux et dans la maturation des différentes structures

de I’appareil reproducteur, et accélére la division mitotique durant les premiers stades de la
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spermatogénése (Alrubeai & Gorell, 1982). Chez la femelles, les ecdystéroides sont
impliquées dans le contrdle de la reinitiation mitotique dans 1’ovocyte ( Yamashita & Suzuki,
1991), La synthése de la vitellogénine, I’augmentation de la compétence des follicules a
incorporer cette protéine dans les ovocytes en développement (Ramaswamy et al., 1997),
I’ovulation (Regg et al., 1992) et I’induction de la scelérotisation des ceufs par la stimulation
de la formation du chorion (Sahlen, 1994 ; Lafont et al., 2005). la 20-hydroxyecdysone
maintient ’expression des genes de la vitellogénine (protéine constituant 80-90% des
substances de réserve de 1’ceuf) dans le corps gras, qui est par la suite acheminée et incorporée
aux ovocytes (Martin et al., 2001).

L'hormone juvénile (HJ) est un sesquiterpéne synthétisée par les corps allates (glande
subsphériques situées dans la téte en arriére du cerveau) et dépend de deux neurohormones
céphaliques (Stay et al., 1993), stimulatrices (allatotropine) et inhibitrices (allatostatine) (Gaid
& Hofmane, 2005), mais aussi des neurotransmetteurs tel que la dopamine (Granger et al.,
2000) et lI'octopamine (Schulz et al., 2002), il a pour role de réguler plusieurs processus
physiologiques (Kolman, 1990; Rees, 1995; Gaide et al., 1997; Riddiford et al., 2003). L'HJ
est libérée dans I’hémolymphe puis transportée vers les tissus grace a des protéines vectrices
specifiques appelées « juvénile hormone binding proteins » (Goodman & Chang, 1985). Le
métabolisme de I’HJ s’effectue non seulement au niveau de I’hémolymphe mais également au
niveau des tissus tel que le tégument, le corps gras, le cerveau, I’intestin et les glandes
séricigénes (Kallupur et al., 1996). L’hormone juvénile et les ecdystéroides jouent un role
majeur dans le développement et la reproduction des insectes (Bellés, 2005; wong, 2004).

Chez E. kuehniella, la maturation sexuelle se déroule durant la vie nymphale sous le
contrble des ecdystéroides, les différents précurseurs nécessaires a ce processus sont
synthétisés dans le corps gras, libérés dans I’hémolymphe et captés par les glandes (Beenakers
et al., 1985). A I’exuviation adulte, les individus des deux sexes sont sexuellement matures.

Toutes ces connaissance acquises en physiologie des arthropodes et des insectes (Smith,
1985) on permit de développer ces dernieres années des composeés alternatifs, non polluants et
plus sélectifs qui perturbent des éléments vitaux dans le développement des organismes non
visés (Altstein et al., 1993; Dhadialla et al., 2005) notamment les régulateurs de croissance
des insectes (IGR;) (Staal, 1982), appelés également, les insecticides de la troisieme
génération un terme désigné a un groupe de composés qui interfére avec la croissance et le
développement des insectes. Ils perturbent l'activité normale du systéme endocrinien,

affectant ainsi, la reproduction et la métamorphose des insectes cibles (Dhadialla et al., 1998,
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2005). Par ailleurs, l'application massive et abondante de ces insecticides a fait apparaitre
chez les insectes des modifications physiologiques et biochimiques, induisant I'apparition des
souches de plus en plus résistantes (Devonshire,1989; Cochran,1991; Siegfrted & Scott, 1992;
Anspaugh et al.,1994; Scharf et al.,1997; Saito & Hama, 2000). Cette résistance est due a la
réduction des taux de pénétration cuticulaire (Bull & Patterson, 1993; Pasteur & Reymont,
1996), a l'altération des sites cibles tels que I'acétylcholinestérase (Hemingway & abesal,
1993; Habes et al., 2005) et I'intervention des systemes de détoxification (Sun et al., 2001).

Récemment de nouveaux composés ont été introduits dont le but est d'approfondir leur
mécanisme au niveau cellulaire.

Ces composés sont des médicaments connus tels que le I’enalapril, le lisinopril et le
captopril qui sont prescrits dans le traitement de [I'hypertension artérielle chez les
mammifeéres; ils sont considérés comme des puissants et spécifiques inhibiteurs de I'enzyme
de conversion de l'angiotensine (ECA), qui est une metallopeptidase de Zinc ancrée a la
surface des cellules. Son rble est de cliver un peptide c- terminal pour produire un
vasoconstricteur, 1’ Angiotensine II (Corval et al., 1995, Turner et al.,2002). L’ECA dégrade
et inactive la bradykinine, un peptide vasodilatateur (Johnston, 1992). Chez les mammiferes
les ECA existent sous deux isoformes ’ECA somatique (ECA;) avec un poids moléculaire de
140 & 180 KDa et deux domaines homologues (N et C- terminal) et I’ECA testiculaire
(ACE; ) qui a un poids moléculaire de 90 a 110 KDa et une activité simple (Corvol et al.,
1995). Chez la majorité des insectes, I’ECA existe sous deux a trois isoformes (Leimir et al.,
2007) et ces dipeptidases dipeptidyle ont des propriétés enzymatiques trés semblables au ACE
des mammiféres (Lamango & lsaac, 1994; Wigffels et al., 1996; Schoofs et al., 1998 ).
L’ECA permet de controler l'osmorégulation selon des expériences menées in vivo par
Salzet, (1995) et Verger-Bocquet, (1992) sur Theromyzon tessulatum, I'amide de
I'angiotensine Il contrble également I'équilibre de I'eau et la mémorisation (Delorenzi, 1995 et
1999). Aussi l'application de l'angiotensine 1l sur Chasmagnathus graulatus est responsable
de la régulation du processus de mémorisation. La présence des ECA dans le systeme nerveux
des insectes (Isaac, 1999) confirme leur role dans l'activation des neuropeptides et dans la
reproduction. En effet, des études immunohistochimiques ont révélé la présence de ECA
dans les testicules de Locusta migratoria, Neobellieria bullata et Lepitinotarsa decemlineata ,
ce qui confirme le réle de I'ECA dans la reproduction (Schoofs et al., 1998; Veelaert, 1998;
Salzet, 1997; Ekbote, 1999).
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L’ECA devrait étre considérer comme cible potentielle pour le développement de
nouveaux régulateurs de croissance (Issac, 2006).

D’autre part le captopril réduit 1’oviposition et les ecdystéroides chez les Iépidoptéres
(Vercrysse, 2004), il réduit le taux des ecdysteroides chez les coléopteres Tenebrio molitor
(Soltani-Mazouni et al., 2007), il a également un effet sur la fécondité (Issac, 1999).
L’expérience d’Ekbot et al. (2003) montre que le captopril a une influence sur la fertilité
masculine.

De nombreuses études ont été menées a travers le monde sur E. kuehniella sur le plan
économique (Bélles, 1975; Jacob & Cox, 1976), biologique, morphologique, physiologique
(Weiranther, 1989; Anderson & Hallberg, 1990), et génétique (Marec & Mirchi, 1990; Traut
& Traut, 1991). En Algérie, elle a fait I’objet de nombreux travaux (Bendjeddou et al., 1998;
Hami et al., 2005; El-Ouarar et al., 2006; Khebbab et al., 2008 ; Soltani-Mazouni & Hami,
2010). Tous ces acquis ont permis d’entreprendre des expérimentations approfondies sur les
effets des pesticides sur ces ravageurs.

Trés peu d’études ont évalué les effets de 1’enalapril et du lisinopril sur la reproduction
et le développement chez les insectes.

La présente recherche vise 1’évaluation in vivo de deux inhibiteurs de 1’enzyme de
conversion de I’angiotensine 1’Enalapril et le Lisinopril afin de tester leur efficacité sur la
reproduction d’un insecte ravageur des denrées stockées E. kuehniella (Lépidoptere :
Pyralidea). Elle vise les aspects suivants :

- Morphométrie et cytologie des gonades males et femelles d’aprés la technique de
microscopie électronique a transmission.
- Biochimie des gonades. (Métabolites, Acides nucléiques).

- Dosage immuno-enzymatique des ecdystéroides testiculaires et ovariens.
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1.1. Présentation du matériel biologique :

Ephestia Kuehniella (Zeller) est un insecte holométabole micro Iépidoptere de la famille
des pyralides, connu sous le nom de pyrale indienne de la farine. Cet insecte cosmopolite est
considéré comme un ravageur de la farine (Doumandji-Mitiche, 1977), des produits céréaliers
(BIé, Mais, Riz). La pyrale de la farine se rencontre dans les silos a grain, les minoteries, des

pates alimentaires et des fruits secs. Sa position systématique est la suivante :

Régne Animalia
Sous-regne Metazoa
Embranchement Arthropoda

Sous Embranchement  Hexapoda

Classe Insecta

Sous classe Pterygota
Super ordre Endopterygota
Ordre Lepidoptera
Famille Pyralidae
Genre Ephestia
Espéce kuehniella

1.2. Cycle biologique :

L’insecte adulte a une petite téte globulaire et fait 20-25mm d’envergure, les ailes
antérieures sont grisatres et satinées, les ailes postérieures, finement frangees, sont
blanchatres. La ponte, 200 a 300 ceufs blancs et de forme elliptique, débute juste apres
I’accouplement, la durée totale du cycle varie de 25 a 200 jours. A son premier stade, la larve,
blanche tirant vers le rose, mesure 1a 1,5 mm. Apres six mues, elle atteint 15 a 20mm au stade
final et s’entoure d’un cocon blanc soyeux c’est la chrysalide qui donne des adultes apres 8 a

12 jours (Figure 1).
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Couleur: marron
Taille: 9410 mm

chrysalide
(x4)

N

Adulte (x2)

Longévité: 14 jours
Taille: 20 225 mm

Taille :6,5a15m
Couleur : rosatre

~

Forme : ovoide

Couleur: blanchatre
Longueur: 0,46 mm
Largeur: 0,23 mm Euf

(x 35)
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Figure 1. Cycle de développement d 'E.kuehniella a 27C°.
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1.3. Conditions d’élevage :

E. Kuehniella (Zeller) est ¢levée au laboratoire a une température de 27°C et d’une
humidité relative de 80 %. Les larves males et femelles sont isolées dans des boites en
plastique contenant de la farine et du papier plissé pour qu’elles puissent se nymphoser. Aprés
la mue nymphale les chrysalides sont traités et mises dans des boites de pétrie jusqu’a la mue

imaginale.

1.4. Présentation de P’insecticide et traitement :

Les molécules utilisées dans le traitement sont des meédicaments hypotenseurs,

inhibiteurs de 1’enzyme de conversion de I’angiotensine: 1’enalapril et le lisinopril.
1.4.1. L’enalapril :

L’enalapril (N-{N-[(S)-1-ethoxycarbonyl-3-phenylpropyl]l-alanyl}-proline) a un poids
moléculaire de 376.44 g/mol et un point de fusion a 143-144,5° C. Sa formule empirique est:
C20H2sN20s. Sa formule de structure est présentée dans la (Figure 2). 1l a été administré par
application topique a la dose 5ug/2ul d'acetone sur la face abdominale des chrysalides méles

et femelles nouvellement exuviés.
1.4.2. Le lisinopril :

Le lisinopril (N-{N-[(S)-1-carboxy-3-phenylprolyl]l-lysyl}-I-proline) avec un poids
moléculaire de 405.48 g/mol et un point de fusion a 148° C. Sa formule empirique est:
C21H31N3Os. Sa formule de structure est présentée dans la (Figure 2). Il a été administré par
application topique a la dose 10ug/2ul d'acétone sur la face abdominale des chrysalides males
et femelles nouvellement exuviés.

Les séries témoins ne recoivent aucun traitement.
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(A)

COOH
COOCH,CHy

(B)

Figure 2. Structure de 1’Enalapril (A), Structure du Lisinopril (B).
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1.5. Etude morphométrique :

Les testicules et les ovaires sont prélevés des séries témoins et traitées avec 1’enalapril
(5u0) et le lisinopril (10png) a I’émergence des adultes. Les paramétres morphometriques des
gonades ont été mesurés :

- Le nombre d’ovocytes par pair d’ovaire.

- La longueur (L) (um) et la largeur (1) (um) des testicules et de 1’ovocyte basale sont
mesurées a 1’aide d’un micromeétre oculaire montré sur un microscope préalablement
étalonne.

- Le poids frais des gonades sera également déterminé a 1’aide d’une balance Sartorius
Handy, avec une précision de + 0,1 mg.

- Le volume (V) exprimé en mm?® de I’ovocyte basale est obtenu grice a la formule

suivante (Lambreas et al., 1991 ).

V= (4m) 3.(L12).(12)°

1.6. Technique de microscopie électronique a transmission :

L’¢épaisseur du chorion a été déterminée sur les coupes semi-fines préparées selon la
technique de microscopie électronique a transmission, réalisée selon Karnovsky (1965)
modifiée par Friend & Farquhar (1967). Les échantillons doivent passer par plusieurs étapes
afin d’éviter toute altération des tissus et assurer la stabilitt de leur structure
macromoléculaire. Ces étapes sont: la fixation, le rincage, la post fixation, la déshydratation et

I’inclusion.
1.6.1. La fixation, le rincage et la post fixation :

Pour rendre la structure des cellules inaltérable, on procéde a la fixation par des
substances chimiques dites fixateurs ayant la caractéristique de coaguler, de précipiter et
d’insolubiliser les constituants cellulaires. La fixation rend les pieces perméables aux
colorants et permet de préserver leurs structures macromoléculaires.

Le mélange fixateur est préparé comme suit: Paraformaldéhyde 5%, glutaraldéhyde
25%. Ces molecules ont pour réle de former des liaisons covalentes avec les groupements

aminés des protéines et relient des molécules adjacentes. Elles sont additionnées d’eau
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distillée (7ml) de sucrose (1ml) et de tampon cacodylate 0,4M (5ml). La fixation dure
minimum 12h.

Le ringage se fait dans un mélange cacodylate 0,4M (10ml) eau distillée (8ml) et
sucrose (12ml) avec deux bains de 20 minutes chacun et un troisiéme jusqu’au lendemain. Si
la fixation est prolongeée, le ringage sera également prolongé.

La post-fixation se fait dans un mélange tétroxyde d’osmium (2,5ml), cacodylate
(2.5ml), sucrose et I’eau distillée (2ml), pendant une heure. Le tétroxyde d’osmium fixe et
stabilise les doubles liaisons de couches lipidiques et les protéines tissulaires en créant des

ponts disulfures.
1.6.2. La déshydratation et I’inclusion :

Puisque le milieu d’inclusion est insoluble dans 1’eau, on procéde & une déshydratation
qui se fait dans des bains d’alcool éthylique a degrés croissant (300, 70°, 95°, 1000).

Les piéces subissent ensuite des bains d’oxyde de propyléne afin de les éclaircir. A ce
stade les échantillons sont encore mous pour étre coupés, il faut les infiltrer dans un milieu
d’inclusion liquide qui pourra étre durci par polymérisation (résines). Une imprégnation a la
résine par plusieurs bains est réalisée. La résine est préparée comme suit : 60ml de DDSA
(Dodecyl sulfate aldéhyde), 25ml d’épikote et 20ml d’araldite auxquels on ajoute le DMP30
(2, 4, 6-diméthyl-amino-métyl-phénol) accélérateur de polymérisation. Deux bains de résine
sont réalisés a cet effet: le premier bain avec des quantités égales d’oxyde de propyléne et de
résine additionnés de 4% d’accélérateur (DMP30), jusqu’au lendemain matin. On effectue un
deuxieme bain réalisé avec de la résine et de 1’accélérateur 4% pendant une heure. La mise en
bloc des piéces se fait dans des moules appropriés en forme de pyramide. Les piéces sont
orientées et les références des échantillons sont placées a la partie opposée de la pyramide.
Les moules sont ensuite mis dans une étuve a 37° pendant trois heures. Puis les piéces sont

réorientées et les moules sont remis dans 1’étuve a 60° pendant trois jours.
1.6.3. Confection des coupes et coloration :

Avant la confection des coupes, le bloc doit étre taillé, mis dans le porte objet puis
débité en coupe a ’aide d’un ultra microtome LKB2088 qui utilise des couteaux en verre
réalisés par un knife maker LKB 7800. Les coupes semi-fines sont déposées sur des lames en
verre propres, séchees et colorées au bleu de toluidine (bleu de toluidine a 1% et borax de

sodium 1%) pendant 3 a 5 minutes.
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Les coupes sont observées au microscope photonique et 1’épaisseur du chorion est

mesurée a 1’aide d’un micromeétre oculaire.

1.7. Etude biochimique :

1.7.1. Extraction des métabolites :

L’extraction des métabolites des gonades a été réalisée selon le procédé de Shibko et
al., 1966 (Figure 3).

Les gonades sont broyés dans 500 ul de TCA (20%) a 1’aide d’un homogéneiseur a
ultrasons et centrifugés a 5000trs/min pendant 10min, le premier surnageant est récupéré et
servira au dosage des glucides totaux, le culot I additionné de 500 pul d’un mélange éther/
chloroforme (v/v, 1/1) a subi une deuxiéme centrifugation dans les mémes conditions que
précédemment afin de récupérer le surnageant II, qui sera utilisé pour I’analyse quantitative
des lipides, le culot II dissout dans 500 ul de soude (0.1N), permettra la quantification des

protéines (Figure 3).
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Tissu + 1 ml

(TCA 20 %)

Broyage
(Mécanique + ultrasons)

Centrifugation
(5000 tours/min, 10 min)

Surnageant | Culot I + 1 ml
d’éther/chloroforme (1v/1V)

ﬂ

Centrifugation
(5000 tours/min, 10min)

N\

Surnageant Il Culot I1+1ml NaOH
(0,1 N) 24 heures

Dosage des Dosage des
Duchateau & Florkin:(1959) Goldsworthy et al (1972) Bradford (1976)

Figure 3. Principales étapes d’extraction des métabolites : protéines, glucides, lipides
(Shibko et al., 1966).




1.7.2. Dosage des métabolites

1.7.2. 1. Dosage des glucides totaux :
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Le dosage des glucides totaux a été effectué selon Duchateau et Florkin (1959). Cette

méthode utilise I’anthrone comme réactif (150 mg d’anthrone 75 ml d’acide sulfurique et 25

ml d’eau distillée) et une solution mére de glucose (mg/ml) comme standard (Tableau 1).

Tableau 1: Dosage des glucides totaux: réalisation de la gamme d’étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Quantité de la solution mere 0 20 40 60 80 100
de Glucose (ul)
Quantité d’eau distillée (ul) 100 80 60 40 20 0
Réactif d’anthrone (ml) 4 4 4 4 4 4

La méthode consiste a additionnée & une fraction aliquote de 100 pl de surnageant, 4 mi

de réactif d’anthrone et aprés chauffage du mélange dans un bain marie (80°C pendant 10

min) une coloration verte se développe, dont I’intensité mesurée a une longueur d’onde de

620 nm est proportionnelle a la concentration des glucides présente dans 1’échantillon.

1.7.2. 2. Dosage des lipides totaux :

La concentration des lipides totaux a été estimée selon

Glodsworthy et al., 1972

utilisant la vanilline comme réactif (0,38 g de vanilline, 55 ml d’eau distillée et 195 ml

d’acide orthophosphorique a 85 %). La solution mere des lipides est préparée en utilisant

I’huile de tournesol qui contient plus de 99 % de triglycérides selon la procédure suivante:

25 mg d’huile de table pesés dans un tube eppendorf; cette quantité est ensuite reprise dans

10 ml du mélange (éther / chloroforme) (V/V) (Tableau 2).

Tableau 2: Dosage des lipides totaux: réalisation de la gamme d’étalonnage.

Tubes 1 2 3 4 > 0
s, o w6 v
Solvant Ethz:{)Chloroforme 100 80 60 40 20 0
Réactif de vanilline (ml) | 25 | 25 | 25 | 25 | 25 | 25
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Aprés évaporation des prises aliquotes de 100 pl de surnagent Il dans un bain a sec a
40°C, on additionne 1 ml d’acide sulfurique concentré (96%), les tubes fermés sont agités et
chauffés dans un bain a sec a 100°C pendant 10 minutes. Aprés refroidissement, on préleve
200 pl de chaque tube auxquels on ajoute 2,5 ml de réactif sulfophosphovanillinique et on
agite. Aprés 30 minutes a I’obscurité, le complexe se colore en rose. La densité optique est lue

dans un spectrophotométre (Jenway 6300) a une longueur d’onde de 530 nm.
1.7.2.3. Dosage des protéines totales :

La quantification des protéines a été réalisée selon la méthode de Bradford (1976)
utilisant le bleu brillant de coumassie (G250, Merck) comme réactif (100mg BBC ,50 ml
d'éthanol absolu 95°, 100ml d'acide orthophosphorique a 85% complété a 1000ml par de I'eau
distillée) sa durée de conservation est de 2a 3 semaines a 4°C, et I'albumine de sérum de beeuf

(BSA, Sigma) comme protéine standard a 1mg/ml (Tableau 3).

Tableau 3: Réalisation de la gamme d'étalonnage pour la quantification des protéines.

Tubes 1 2 3 4 5 6
Solution (BSA) d'albumine (pl) 0 20 40 60 80 100
Eau distillée (pl) 100 80 60 40 20 0
Réactif BBC (ml) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5

Une fraction aliquote de 100ul de la gamme et de l'extrait protéique de chaque
échantillon est additionnée de 4ml de réactif BBC.
Aprés agitation, il se développe une coloration bleue dont les absorbances sont lues

dans un spectrophotomeétre a une longueur d'onde de 595 nm contre un blanc de gamme.
1.7.3. Extraction des acides nucléiques :

Les gonades sont déposés dans des tubes d’eppendorf contenant 500ul d’eau distillée
additionnée de 2l phénylméthylsilfonyfluoride (PMSF) (45mg de PMSF/1ml éthanol), puis
stockés au congélateur a -20° jusqu’au jour du dosage. L’extraction est illustrée dans la

figure 4.
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Broyage du tissu (1 paire de testicules)

1 ml de saccharose (0,25 M) + la soude NaOH (0,006N))

L’homogénat (0,625 ml) + 0,125ml Acide perchlorique PCA ( 6,97 M)
15min (0°C)

\

Centrifugation

/ (4000 tours / min, 15 min). \

Culot (1) +1,25 ml PCA (0,5 M). Surnageant (1)
Centrifugation (4000 tours / min, 15 min).

Culot(2) +2,25 ml NaOH (0,3 N). Surnageant (2) é Fraction soluble
Incubation (37°C, 60min) dans I’acide

¢ + 0,250 ml PCA (6,97 M).
Refroidir (0°c, 10 min).

Centrifugation (4000 tours / min, 15 min)V

Culot (3) +1,25 ml PCA (0,5 M) Surnageant (3)
Centrifugation (4000 tours / min, 15 min) + ARN

V > Schneider (1957)
Culot(4) +1ml de PCA (0.15 M). Surnageant (4) s

Incubation (90°C, 20min)

\L +0,625 ml PCA (0,97 M).
Refroidir (0°c, 10 min).

Centrifugation (4000 tours / min, 15 min). w

Culot (3) +1,25 ml PCA (0,5 M) Surnageant (5)

. . . : ADN
Centrifugation (4000 tours / min, 15 mln)w + ) Schneider (1957)
Culot (6) Surnageant (6)

Figure 4 : Principales étapes d’extraction des acides nucléiques : ADN, ARN selon
Shibko et al., 1966.
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1.7.4. Dosage des Acides nucléiques :
1.7.4.1. Dosage de ’ARN :

L’ARN a été quantifi¢ selon la méthode de Schneider (1957) qui utilise 1’orcinol
comme réactif (0,5 g de FeCl3, 1g d’orcinol et 100 ml d’HCl) et une solution mére d’ARN

extrait de levure de boulangerie comme standard (1 mg/ml d’eau distillée) (Tableau 4).

Tableau 4 : Réalisation de la gamme d’étalonnage pour la quantification du taux d’ARN.

Tubes 1 2 3 4 5

ARN standard (ul) 0 20 40 60 80
Eau distillée (pl) 15 1,48 1,46 1,44 1,42
Orcinol (ml) 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5

Les tubes apres agitation, sont chauffés au bain marie a 90°C pendant 20 minutes. Il se
forme une coloration bleu clair.

Le dosage de I’ARN a ¢été effectué sur des fractions aliquotes 100ul des extraits
biologiques auquel est additionné 1,5 ml de réactif d’orcinol. Les absorbances sont lues a une

longueur d’onde de 660 nm contre un blanc de gamme.
1.7.4.2. Dosage de I’ ADN :

L’ADN a ¢été quantifié selon la méthode de Scheneider (1957) qui utilise le
diphénylamine comme réactif (1g de diphénylamine, 100 ml d’acide acétique glacial, 2,75 ml
d’acide sulfurique) et une solution mére d’ADN extrait de thymus de veau comme standard

(1 mg/ml d’eau distillée) (Tableau 5).

Tableau 5 : Réalisation de la gamme d’étalonnage pour la quantification du taux d’ADN.

Tubes 1 2 3 4 5
ADN standard (ul) 0 20 40 60 80
Eau distillée (ul) 500 480 460 440 420
Diphénylamine (ml) 1 1 1 1 1
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Aprés chauffage au bain marie pendant 20 minutes a 90°C, il se développe alors une
coloration rosatre.

Le dosage de ’ADN est effectu¢ sur des fractions aliquotes (100ul) des extraits
biologiques auquel est additionné 1 ml de réactif de diphénylamine.

Les absorbances sont lues dans un a une longueur d’onde de 602 nm contre un blanc de

gamme.

1.8. Dosage immuno-enzymatique des ecdystéroides :

1.8.1. Extraction des ecdysteroides :

Les ovaires et les testicules des séries témoins et traitées ont été conservées dans 500ul
de méthanol qui permet 1’extraction des ecdystéroides. Aprés centrifugation a 2700 tours
pendant 10 minutes, le surnageant a été évaporé dans un bain-marie a sec. Enfin, les
extraits secs ont eté récupérés dans 500ul de tampon EIA qui comprend le Tampon phosphate
(0,AM, pH 7,4) additionné de Na CI 0,4M, EDTA (Ethylene diamine Tétra Acétique acide),

BSA (sérum Albumine bovine) et eau distillée.
1.8.2. Principe du dosage des ecdystéroides :

Les ecdystéroides ont été dosés selon la technique enzymo-immunologique (EIA)
adaptée aux ecdystéroides par Porcheron et al. (1989) (Fig. 5) puis modifiée par De Reggi et
al. (1992). Cette technique repose sur la compétition entre le traceur enzymatique qui est la
peroxydase couplé a la 2-succinyl 20 hydroxyecdysone (Aribi et al.,, 1997) et les
ecdystéroides des extraits biologiques pour les sites limités d’un anticorps anti ecdystéroides
appelé anticorps primaire. Les complexes formés seront ensuite fixés par un second anti-corps
anti immunoglobuline de lapin (EIA polyclonal) retenu sur une microplague & 96 puits
(NUNC Immunoplate Maxisorp F96, Danemark). Au bout de 3 heures d’incubation, les
éléments non retenus seront éliminés au cours d’un ringage des plaques. Un réactif de
révelation de la peroxydase, la tétraméthyl benzidine ou TMB (Sigma France) est utilisé pour
la coloration. Celle-ci se fait sous agitation pendant 15 a 30 minutes et les densités optiques
sont mesurées a I’aide d’un lecteur de plaque (Labsystem, Finlande) a 630 nm ou 450 nm sans
ou avec addition d’HySO4(2N), respectivement. La mesure de la quantité d’ecdystéroides
contenue dans les échantillons biologiques par comparaison avec une courbe de référence

obtenue avec des solutions standards d’ecdysone.
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Les densités optiques ont été lues grace a un lecteur de plaque et exprimées sous forme

d’un rapport :

B/Bo(%) = (B-T)/(Bo-T)x100

B : Absorbance de I’échantillon ou du standard.
By : Absorbance en absence de I'hormone.

T : Absorbances en absence d’hormone et d’anticorps.
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Etape 1: Coating (24 heures a temperature ambiante) et saturation (12 heures a 4°C)

~

\T Anticomps secondaire (anti-immunoglobuline)

Etape 2: Repartition des differents elements -

le traceur enzymatique (—g ), 'echantillon (g ) et I'anticorps primaire ™)

Etape 3: Reaction immunologique puis lavage

O

— [

Etape 4: Revélation de la peroxvydase avec le TMB (une heure a température ambiante)

Etape 5: Lecture des densités optiques a 630 nm :
e coloration faible = forte dose d’ecdysteroide
e coloration forte = faible dose d’ecdvstéroide

Figure 5 : Principe du dosage EIA (d’aprés Porcheron et al., 1989).
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1.9. Analyse statistique :

L’analyse statistique a été réalisée grace au logiciel Minitab 16. Les résultats obtenus
ont été exprimés par la moyenne plus ou moins 1’écart type (m =£s). Différents tests tel que
I’analyse e la variance a un critére de classification, suivi par le test de Tukey, le test « t » de

Student, ainsi que la régression linéaire, ont été utilises.
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2. RESULTATS

2.1. Effet de D’enalapril et du lisinopril sur la morphométrie des

testicules :

L’effet in vivo de I’enalapril et du lisinopril a été réalisé par application topique
respectivement aux doses 5ug et 10ug/2ul d'acétone sur des chrysalides males nouvellement
exuviés d’E. kuehniella. Le poids frais et la taille des testicules, ont été déterminés sur des
males témoins et traités. Les dissections des males dés leur émergence adulte permettent de
prélever les testicules qui seront immédiatement pesés.

Les résultats obtenus montrent que 1’enalapril entraine une réduction tres significative
(p = 0,002) du poids frais des testicules par rapport aux témoins puisqu’il passe de 0,25 = 0,02
chez les témoins a 0,15 + 0,02 chez les traités avec I’enalapril. Alors que le lisinopril réduit
le poids frais des testicules d’une mariniére significative (p = 0,006) et la comparaison des

séries traitées entre elles ne présente pas une différence significative. (Tableau 6, Figure 6).
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Tableau 6 : Effet in vivo de I’enalapril (5pug/2ul) et du lisinopril (10pg/2ul) administrés par

application topique a I’émergence des chrysalides males sur le poids frais des testicules chez

les adultes d’E. kuehniella (m % s; n=4).

Traitements

Temoin Enalapril Lisinopril

poids (mg) des testicules

0,25+0,02 a 0,15+0,02b 0,15+0,01

b

0.3

0,25

0.2

0,15

0.1

Poids des testicules [mg)

0,05

H Temoins
d Enalapril
M Lisinopril
E .
L
Traitements

Figure 6 : Effet in vivo de I’enalapril (Spug/2ul) et du lisinopril (10pg/2ul) administrés par

application topique a I’émergence des chrysalides males sur le poids frais des testicules chez

les adultes d’E. kuehniella (m + s; n= 4). L’astérisque indique une différence significative par

rapport aux témoins.
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La comparaison des valeurs moyennes obtenues dans les séries traitées révele que
I’enalapril provoque une réduction significative de la longueur (p=0,006) et la largeur
(p =0,05) du testicule (Tableau 7, Figure 7). Cependant, le lisinopril provoque une réduction
tres significative de la longueur (p =0,005) et la largeur (p =0,001) du testicule, la
comparaison des séries traitées entre elles ne présente pas une différence significative.

Tableau 7 : Effet in vivo de 1’enalapril (Spg/2ul) et du lisinopril (10pg/2ul) administrés par
application topique a 1’émergence des chrysalides males sur la longueur (um) et la largeur

(um) des testicules chez les adultes d’E. kuehniella (m £ s; n=4).

Traitements Témoins Enalapril Lisinopril

Longueur (um) 820+51,60a | 665+4430b | 660+51,60b

Largeur (um) 640 + 32,66 a 550+38,3b 500+23,1b

1000
900
200
700
G600
500
400
300
200
100

& Témoin
H Enalapril

E Lisinopril

Taille de testicule (um)

Longueur Largeur

Figure 7 : Effet in vivo de I’enalapril (Spg/2ul) et du lisinopril (10pug/2pul) administrés par
application topique a I’émergence des chrysalides males sur la longueur (um) et la largeur
(um) des testicules chez les adultes d’E. kuehniella (m £ s; n= 4). L’astérisque indique une

différence significative par rapport aux témoins.
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2.2. Effet de P’enalapril et du lisinopril sur la morphométrie de

Povaire :

L’effet in vivo de I’enalapril et du lisinopril a été réalisé par application topique
respectivement aux doses 5ug et 10upg/2ul dacetone sur des chrysalides femelles
nouvellement exuviées d’E. kuehniella. Le poids frais de ’ovaire, la taille et le volume de
I’ovocyte basal, ont été¢ déterminés sur des femelles témoins et traitées. Les dissections des
femelles dés leur émergence adulte permettent de prélever les ovaires qui seront dégagées du
corps gras et immédiatement pesés.

Les résultats obtenus montrent que 1’enalapril entraine une réduction trés hautement
significative (p = 0,000) du poids frais des ovaires par rapport aux témoins puisqu’il passe de
6,67 + 0,45 chez les témoins a 4,02 = 0,38 chez les traitées avec 1’enalapril. Alors que le
lisinopril réduit le poids frais des ovaires d’une mariniére significative (p = 0,007), il passe de
6,67 + 0,45 chez les témoins a 5,15 + 0,13 chez les traitées avec le lisinopril, la comparaison
des séries traitées entre elles enregistre une différence significative. (P = 0,01) (Tableau 8,

Figure 8)
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Tableau 8 : Effet in vivo de I’enalapril (5ug/2ul) et du lisinopril (10ug/2ul) administrés par

application topique a I’émergence des chrysalides femelles sur le poids frais des ovaires chez

les adultes d’E. kuehniella (m % s; n=4).

poids ovarien (mg)
£

Traitements

Traitements Temoin Enalapril Lisinopril
poids (mg) de ’ovaire 6,67 +0,45a 4,02+0,38b 515+0,13¢c
8
H Temoins
! i Enalapril
[ M Lisinopril
5 . o
T

Figure 8 : Effet in vivo de I’enalapril (Spug/2ul) et du lisinopril (10ug/2ul) administrés par

application topique a I’émergence des chrysalides femelles sur le poids frais des ovaires chez

les adultes d’E. kuehniella (m + s; n=4). L’astérisque indique une différence significative par

rapport aux témoins.
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Concernant le nombre d’ovocytes, le tableau 9 et la figure 9 montrent que 1’enalapril et

le lisinopril entrainent une réduction significative (p < 0,05) du nombre d’ovocytes par pair

d’ovaire par rapport aux témoins, la comparaison des séries traitées entre elles ne présente pas

une différence significative.

Tableau 9 : Effet in vivo de I’enalapril (5pg/2ul) et du lisinopril (10ug/2ul) administrés par
application topique a I’émergence des chrysalides femelles sur le nombre d’ovocytes basaux

par paire d’ovaire chez les adultes d’E. kuehniella (m £s; n=4).

Traitements Temoin Enalapril Lisinopril
Nombre d’ovocytes 113,25+ 842 a 8950 +£6,21b 98,25 £6,24 b
par paire d’ovaire

140 H Temoins
170 i Enalapril
E ? H Lisinopril
" 100 x
= T
T, 80
> &
[ —
& m
g -E &0
el
w 40
=]
E 20
=
ﬂ —_—

Traitements

Figure 9 : Effet in vivo de I’enalapril (Sug/2ul) et du lisinopril (10ug/2ul) administrés par

application topique a 1’émergence des chrysalides femelles sur le nombre d’ovocytes par

paire d’ovaire chez les adultes d’E. kuehniella (m + s; n= 4). L’astérisque indique une

différence significative par rapport aux témoins.
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La comparaison des valeurs moyennes obtenues dans les séries traitées révéle que le
lisinopril provoque une réduction trés significative (p = 0,001) de la longueur de 1’ovocyte
basal (Tableau 10, Figure 10) et une réduction significative de la largeur de I’ovocyte basal
(p = 0,05). Cependant, I’enalapril provoque une réduction trés significative (p = 0,003) de la
longueur de I’ovocyte basal et aucun effet significatif (p = 0,6) n’a été enregistré sur la largeur
de I’ovocyte basal, la comparaison des séries traitées entre elles ne présente pas une différence

significative.

Tableau 10 : Effet in vivo de I’enalapril (Spg/2ul) et du lisinopril (10pg/2pul) administrés par
application topique a I’émergence des chrysalides femelles sur la taille de 1’ovocyte
basal chez les adultes d ’E. kuehniella (m £ s; n= 4).

Traitements Témoins Enalapril Lisinopril
Longueur (pum) 530+ 115a 490+ 115b 475+10,0b
Largeur (um) 270+ 20,0 a 280+ 32,7a 235+19,1a
600 .
H Temoins
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Figure 10 : Effet in vivo de I’enalapril (5pug/2ul) et du lisinopril (10pg/2ul) administrés par
application topique a I’émergence des chrysalides femelles sur la taille de 1’ovocyte
basal chez les adultes d’E. kuehniella (m + s; n= 4). L’astérisque indique une différence

significative par rapport aux témoins.
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Le lisinopril entraine une réduction significative du volume de I’ovocyte basal
(p = 0,03) alors que I’enalapril n’a aucun effet significatif (p > 0,05) sur volume de I’ovocyte
basal par rapport aux témoins, la comparaison des séries traitées entre elles présente une
différence significative (p = 0,03). (Tableau 11, Figure 11)

Tableau 11 : Effet in vivo de I’enalapril (5pg/2ul) et du lisinopril (10pg/2ul) administrés par
application topique a I’émergence des chrysalides femelles sur le volume (mms) de I’ovocyte

basal chez les adultes d’E. kuehniella (m £ s; n=4).

Traitements Temoin Enalapril Lisinopril

volume (mm?®) 0,019 +0,003a| 0,020 + 0,004 a | 0,013 +0,003 b

0,03 H Temoins
E 0,025 Ul Enalapril
a I M Lisinopril
=
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Figure 11 : Effet in vivo de I’enalapril (5ug/2ul) et du lisinopril (10pg/2ul) administrés par
application topique a I’émergence des chrysalides femelles sur le volume de 1’ovocyte
basal chez les adultes d’E. kuehniella (m + s; n= 4). L’astérisque indique une différence

significative par rapport aux témoins.
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2.3. Effet de I’enalapril et le lisinopril sur I’épaisseur du chorion :

La fin de la vitellogénése est caractérisée par la formation des enveloppes de 1’ocuf
(membrane vitelline et chorion sécrétées par les cellules folliculaires (Lafont & Toullec,
1997)). Ces dernieres présentent de trées nombreux granules denses d’origine golgienne. Elles
s’accumulent dans le cytoplasme sécrétant des granules de taille croissante. La sécrétion de ce
matériel entraine la formation du chorion (Carcupino & Lucchi, 1995).

L’épaisseur du chorion a été estimée sur des coupes semi-fines de 1’ovocyte basal. Les
observations au microscope photonique des ovocytes traités par I’enalapril et le lisinopril ne
signalent aucun effet significatif (p > 0,05) sur 1’épaisseur du chorion des ovocytes basaux.
(Tableau 12, Figure 12).

Tableau 12 : Effet in vivo de I’enalapril (5ug/2ul) et du lisinopril (10pug/2pl) administrés par
application topique a I’émergence des chrysalides femelles d’E. kuehniella sur 1’épaisseur du

chorion (um) de I’ovocyte basal (m % s; n=4).

Traitements Temoin Enalapril Lisinopril

Epaisseur (um) 342+0,17a 3,27+0,22 a 292+0,3a

4 H Témoin
_ 35 T M Enalapril
,_§ 'I' H Lisinopril
,E 3
=
= 2,5
= 2
=
E 1.5
= 1
(=)

0.5
0
Témoin Enalapril Lisinopril

Figure 12 : Effet in vivo de I’enalapril (5pug/2ul) et du lisinopril (10pg/2ul) administrés par
application topique a I’émergence des chrysalides femelles d’E. kuehniella sur 1’épaisseur du
chorion (um) de I’ovocyte basal (m =+ s; n= 4). L’astérisque indique une différence

significative par rapport aux témoins.




2. RESULTATS

C

Figure 13 : Strucrture semi fine de 1’épaisseur du chorion des ovocytes basaux d’E.
kuehniella. Témoin (A) (x366), les séries traitée avec 1’enalapril (B) (x538) et le lisinopril (C)
(x649) (Ch : chorion, Ov : ovocyte, Cf : cellules folliculaires).
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2.4. Effet de ’enalapril et du lisinopril sur la composition biochimique

des gonades :

Afin de déterminer ’effet de 1’enalapril et du lisinopril sur les métabolites testiculaires

et ovariens, les teneurs en glucide, lipide et protéine ont été dosées sur des males et des

femelles adultes d’E. kuehniella. Les courbes d’étalonnage exprimant 1’Absorbance en

fonction des quantités de métabolites standards nous permettrons d’estimer leurs valeurs sur

les males et les femelles traités et non traités.

Les tableaux 13, 14, 15 et les figures 14, 15, 16 représentent les droites utilisées pour le

calcul des taux des métabolites.

eTaux de glucides

Tableau 13 : Dosage des glucides : réalisation de la gamme d’étalonnage (m = S; n= 4)

Quantité du glucose (g) 0 20 40 60 80 100
Absorbances 0 0,369 | 0,581 0,831 0.941 1,167
1.4 -
13 Absorbance = 0,0098+0,191 Glucides
§ 3 _ a‘
R*=0,9892 P
1 .’_f,.e"ix
g 08 -
5 0,6 H_!f,,.e.,.
E 0,4 *’-_.____..-'-_.-'
=
02 4 .
o0&
0 20 40 60 80 100 120

Ouantité de glucose (ug)

Figure 14 : Dosage des glucides: droite de régression exprimant les absorbances en fonction

des quantités de glucose (1g). (R2 : ceefficient de détermination).




e Taux de lipides

Tableau 14 : Dosage des lipides : réalisation de la gamme d’étalonnage (m + s; n= 4)

2. RESULTATS

Quantité de lipides (ug) 50 100 150 200 250
Absorbances 0,421 0,781 4,337 1.607 1.901
2.5
Absorbance = 0,0189x+ 0,0736 Lipides
2 R*=0,9333
e
~
£ 1s f,f’*f
= \
=
2 1 ~
0,5 Fd/‘,f-*"’
~
o0&
0 20 40 60 20 100 120

Quantité de lipides (pg)

Figure 15 : Dosage des lipides : droite de régression exprimant les absorbances en fonction

des quantités de lipides (ug). (R*: ceefficient de détermination).




eTaux de protéines
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Tableau 15 : Dosage des protéines : réalisation de la gamme d’étalonnage, (m + s; n= 4).

Quantité d’albumine (pg) 20 40 60 80 100
Absorbances 0,185 0,465 0,627 0,913 0,988
1,2
Absorbance = 0,0104x + 0,0044 protéines
1 R?=0,9775 9
* ,,//
0.8 g
: pd
2 06 d
o ___.-f
g 0.4 +
= f”
02 e
-~
-~
0 &
0 20 40 60 80 100 120

Quantité d"albumine (ng)

Figure 16 : Dosage des protéines: droite de régression exprimant les absorbances en

fonction des quantités d’albumine (ng). (R2 : ceefficient de détermination).
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2.4.1. Effet de I’enalapril et du lisinopril sur I’évolution des taux en

glucides, lipides et en protéines testiculaires :

Les résultats sont obtenus a partir de la courbe d’étalonnage exprimant 1’absorbance en
fonction de la quantité de glucose comme standard (Tableau 13, Figure 14). Ils montrent que
I’administration de 1’enalapril et le lisinopril entraine une diminution significative (p = 0,01)
du taux des glucides testiculaires par rapport aux témoins. La comparaison des séries traitées
entre elles ne présente pas une différence significative. (Tableau 16, Figure 17)

Les quantités des lipides testiculaires sont estimées a partir de la courbe de référence
exprimant I’absorbance en fonction des quantités des lipides standards (Tableau 14, Figure
15). Les résultats ne montrent aucune différence significative entre les témoins et les traités
(p > 0,05). (Tableau 16, Figure 17)

L’effet de 1’enalapril et du lisinopril sur les taux des protéines testiculaires déterminés a
partir de la courbe de référence exprimant 1’absorbance en fonction des quantités d’albumine
comme protéine standard (Tableau 15, Figure 16). Une réduction trés significative
(p = 0,003) du taux en protéines a été observée lorsque les chrysalides males sont traitées avec
I’enalapril et une réduction significative (p = 0,007) aprés traitement des chrysalides méles
avec le lisinopril. La comparaison des séries traitées entre elles enregistre une différence
significative (p = 0,000). (Tableau 16, Figure 17).



http://www.google.fr/url?sa=t&rct=j&q=signe%20inf%C3%A9rieur&source=web&cd=1&sqi=2&ved=0CDIQFjAA&url=http%3A%2F%2Ffr.answers.yahoo.com%2Fquestion%2Findex%3Fqid%3D20070607030303AAU5cUF&ei=IFHrUIvYK8nQ4QTkhoGQAw&usg=AFQjCNFZSFQz4f1c7I2nqN2OM3Pkq9SSIw&bvm=bv.1355534169,bs.1,d.Yms&cad=rja
http://www.google.fr/url?sa=t&rct=j&q=signe%20inf%C3%A9rieur&source=web&cd=1&sqi=2&ved=0CDIQFjAA&url=http%3A%2F%2Ffr.answers.yahoo.com%2Fquestion%2Findex%3Fqid%3D20070607030303AAU5cUF&ei=IFHrUIvYK8nQ4QTkhoGQAw&usg=AFQjCNFZSFQz4f1c7I2nqN2OM3Pkq9SSIw&bvm=bv.1355534169,bs.1,d.Yms&cad=rja
http://www.google.fr/url?sa=t&rct=j&q=signe%20inf%C3%A9rieur&source=web&cd=1&sqi=2&ved=0CDIQFjAA&url=http%3A%2F%2Ffr.answers.yahoo.com%2Fquestion%2Findex%3Fqid%3D20070607030303AAU5cUF&ei=IFHrUIvYK8nQ4QTkhoGQAw&usg=AFQjCNFZSFQz4f1c7I2nqN2OM3Pkq9SSIw&bvm=bv.1355534169,bs.1,d.Yms&cad=rja
http://www.google.fr/url?sa=t&rct=j&q=signe%20inf%C3%A9rieur&source=web&cd=1&sqi=2&ved=0CDIQFjAA&url=http%3A%2F%2Ffr.answers.yahoo.com%2Fquestion%2Findex%3Fqid%3D20070607030303AAU5cUF&ei=IFHrUIvYK8nQ4QTkhoGQAw&usg=AFQjCNFZSFQz4f1c7I2nqN2OM3Pkq9SSIw&bvm=bv.1355534169,bs.1,d.Yms&cad=rja

2. RESULTATS

Tableau 16: Effet in vivo de I’enalapril (5pug/2ul) et du lisinopril (10pg/2ul) administrés par

application topique a I’émergence des chrysalides males sur le taux des métabolites

testiculaire (ug/mg de testicules) chez les adultes d’E. kuehniella (m + s; n=4).

Taux des métabolites
(ug/mg testicule)

Glucides

Lipides

Metabolites testiculaires (ug/mg testicule)
Trait t . .. .
ratemen Glucides Lipides Proteines
Témoin 48,23 +4,36a 18,54 + 0,33 a 55,40+ 242 a
Enalapril 31,19+6,65b 17,25+ 1,16 a 26,23+0,95b
Lisinopril 32,17+£3,25b 14,28 £ 1,88 a 38,19+1,88¢c
70 - H Témoin
4 Enalapril
60 -
M Lisinopril

Protéines

Figure 17 : Effet in vivo de I’enalapril (Spg/2ul) et du lisinopril (10pug/2pl) administrés par

application topique a I’émergence des chrysalides males sur le taux des métabolites

testiculaires (ug/mg de testicules) chez les adultes d’E. kuehniella (m + s; n= 4). L’astérisque

indique une différence significative par rapport aux témoins.
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2.4.2. Effet de I’enalapril et du lisinopril sur I’évolution des taux en

glucides, lipides et en protéines ovariens :

L’¢étude statistique révele une augmentation significative des taux de glucides ovariens a
été enregistrée chez les insectes traités en comparaison avec les témoins. En effet, chez les
témoins on enregistre un taux glucidique de 11.68 + 1.81 (ug/mg) qui sera significativement
(p = 0,01) €élevé a 23.16 + 2.97 chez les séries traitées avec 1’enalapril et a 16.93 + 1.19 chez
les séries traitées avec le lisinopril (p = 0,04), et la comparaison des séries traitées entre elles
ne présente pas une différence significative. (Tableau 17, Fig 18)

D’aprés les résultats obtenus, on constate que les taux en lipides ovariens sont
approximativement égaux chez les séries témoins et traitées, ce qui laisse ’enalapril et le
lisinopril sans aucun effet significatif (p > 0,05). (Tableau 17, Figure 18)

Les taux de protéines ovariennes enregistrés apres traitement avec 1’enalapril et le
lisinopril révélent une augmentation significative (p = 0,04) chez les chrysalides traitées avec
I’enalapril et une augmentation tres significative (p = 0,003) chez les séries traitées avec le
lisinopril par rapport aux témoins. La comparaison des séries traitées entre elles ne présente

pas une différence significative. (Tableau 17, Figure 18)
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Tableau 17 : Effet in vivo de I’enalapril (Spug/2ul) et du lisinopril (10pg/2ul) administrés par
application topique a I’émergence des chrysalides femelles sur le taux des métabolites

ovariens (ug/mg d’ovaire) chez les adultes d’E. kuehniella (Mm £ s; n=4).

Me¢étabolites ovariens (ug/mg d’ovaire)

Traitement . . .
Glucides Lipides Protéines

Témoin 11,68 +1,81a 12,37 +1,90 a 791+111a

Enalapril 23,16 +£297b 12,61 +0,55 a 15,25+244Db

Lisinopril | 16,93+1,19b 12,96 £ 0,44 a 14,89+0,76 b

30 + H Témoin

s 14 Enalapril
25 T
M Lisinopril

Taux des métabolites
(ng/mg d'ovaire)
&

Glucides Lipides Protéines

Figure 18 : Effet in vivo de I’enalapril (5pg/2ul) et du lisinopril (10pg/2ul) administrés par
application topique a I’émergence des chrysalides femelles sur le taux des métabolites
ovariens (Lg/mg d’ovaire) chez les adultes d’E. kuehniella (m + s; n= 4). L’astérisque indique

une différence significative par rapport aux témoins.
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2.4.3. Effets de I’enalapril et le lisinopril sur les acides nucléiques

La détermination des quantités d’ADN a été réalisée a partir des courbes de référence

exprimant 1’absorbance en fonction des quantités d’ADN. (Tableau 18, Fig. 19)

Tableau 18 : Dosage d’ADN : réalisation de la gamme d’étalonnage (m £ s, n=4).

Quantité d’ADN (ug)
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Absorbances

0 0,045
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0.2 Abs = 0,0023x-0,0046 ADN

0,1

Absorbances

]

R*=0,97

0,05 /

20 40

&0 20

100

-0,05

Ouantite d"ADN

Figure 19 : Courbe d'étalonnage des Absorbances en fonction des Quantités des ADN (pg)

(R2= coefficient de corrélation).
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La détermination des quantités d’ARN a été réalisée a partir de la courbe de référence

exprimant 1’absorbance en fonction des quantités d’ARN. (Tableau 19, Figure 20)

Tableau 19: Dosage d’ARN : réalisation de la gamme d’étalonnage (m % s, n=4).

Quantité d’ARN (ng)
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Absorbances
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0,332

0,557

0,614

Q,7

Abs = 0,0081x + 0,0088 ARN

0.6 R?=0,9783

0.5
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Q0,3

Absorbances

0,2

0,1

20

>

.-".-If’

40
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e

Ouantité d’ARN

80

100

Figure 20 : Courbe d'étalonnage des Absorbances en fonction des Quantités des ARN (ug)

(R2= coefficient de corrélation).
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*Effets de ’enalapril et le lisinopril sur les acides nucléiques testiculaires :

Les résultats obtenus sur le taux d’ADN testiculaire montrent que Le lisinopril entraine
une augmentation significative du taux d’ADN (p = 0,008) alors que 1’enalapril n’a aucun
effet significatif (p > 0,05) en comparaison avec les séries témoins. La comparaison des séries
traitées entre elles enregistre une différence significative (p = 0,006). (Tableau 20, Figure 21).

Concernant I’ARN et comparativement au taux témoin, les taux d’ARN ont été affectés
par I’enalapril (p = 0,01) d’une manicre significative et d’une manicre trés significative
(p = 0,001) par le lisinopril ou on remarque une élévation du taux d’ARN. La comparaison
des séries traitées entre elles, enregistre une différence significative (p=0,02). (Tableau 20,
Figure 21).
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Tableau 20 : Effet in vivo de I’enalapril (5pug/2ul) et du lisinopril (10pg/2ul) administres par
application topique a 1’émergence des chrysalides méles sur le taux des acides nucléiques
testiculaires (ug/mg de testicules) chez les adultes d’E. kuehniella (m + s; n=4).

Acides nucléiques testiculaires (ug/mg tissue
Traitement ADN ARN
Témoin 650,40 £ 45,20 a 342,30+ 14,50 a
[Enalapril 682,30 + 22,20 a 427,90+£24,00b
Lisinopril 857,00+32,10b 556,60 + 20,90 ¢
1000 H Témaoin
900 - ¥ W Enalapril
E _ 800 - M Lisinopril
E ;E 700 - T .
5 E 600 - ;
£y 500 - ;
8 En 400
=T 300
3 =2
= 200 -
100 -
D !
ADN ARN

Figure 21 : Effet in vivo de I’enalapril (5ug/2ul) et du lisinopril (10pg/2ul) administrés par
application topique a 1’émergence des chrysalides males sur le taux des acides nucléiques
testiculaires (ug/mg de testicules) chez les adultes d’E. kuehniella (m + s; n= 4). L’astérisque

indique une différence significative par rapport aux témoins.




2. RESULTATS

*Effets de I’enalapril et le lisinopril sur les acides nucléiques ovariens :

Les résultats obtenus révelent que ’administration de [’enalapril et le lisinopril a
I’émergence des chrysalides femelles induit une augmentation significative (p <0,05) du taux
d’ADN ovariens par rapport aux témoins. La comparaison des séries traitées entre elles ne
présente pas une différence significative. (Tableau 21, Figure 22)

L’enalapril entraine une augmentation trés significative (p = 0,005) du taux d’ARN
ovariens alors que le lisinopril provoque une augmentation significative (p = 0,05) sur le
taux d’ARN ovariens. La comparaison des séries traitées entre elles enregistre une différence
significative (p = 0,02). (Tableau 21, Figure 22)
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Tableau 21 : Effet in vivo de I’enalapril (5ug/2ul) et du lisinopril (10pg/2ul) administrés par
application topique a I’émergence des chrysalides femelles sur le taux des acides nucléiques

ovariens (ug/mg d’ovaire) chez les adultes d’E. kuehniella (Mm £ s; n=4).

Acides nucléiques ovariens (ug/mg tissue)
Traitements ADN ARN
Témoin 168,78 + 1,18 a 107,51+ 1,18 a
Enalapril 282,50+ 39,60 b 152,48 £5,26 b
Lisinopril 244,80 £ 27,50 b 127,99+ 8,17 c
350 . H Témoin
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Figure 22 : Effet in vivo de I’enalapril (5pug/2ul) et du lisinopril (10pg/2ul) administrés par
application topique a I’émergence des chrysalides femelles sur le taux des acides nucléiques
ovariens (pg/mg d’ovaire) chez les adultes d’E. kuehniella (m + s; n= 4). L’astérisque indique

une différence significative par rapport aux témoins.
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2.5. Effets de I’enalapril et le lisinopril sur la production des

ecdysteroides :

La Quantification a été réalisée a partir d’une courbe de référence expriment le rapport
B/By en fonction des logarithmes décimal des concentrations molaires (M) de 1’hormone

standard I’ecdysone. Les résultats sont exprimés en pg d’équivalent E/mg de tissu. (Tableau
22, Figure 23)

Tableau 22 : Analyse quantitative des ecdystéroides chez les adultes d’E. kuehniella traités
avec I’enalapril (Spg/2ul) et du lisinopril (10pg/2ul). Courbe de référence établie avec un
anticorps polyclonal (B de lapin), expriment B/B, en fonction des concentrations molaires (M)
de I’ecdysone (E).

Solution standard Concentration (M) B/By
1 10 100,0
2 105 88,0
3 102 51,0
4 10! 19,5
5 100 8,0
6 10° 3,9
7 10® 1,2
8 107 0.4
=
&
oo
s T I_ I_ T T T I_ I_
-14 1= -1 =11 LUgEM }-10 == == =T

Figure 23 : Analyse quantitative des ecdystéroides chez les adultes d’E. kuehniella traités
avec I’enalapril (Spg/2ul) et du lisinopril (10pg/2ul). Courbe de référence établie avec un
anticorps polyclonal (B de lapin), expriment B/By en fonction des concentrations molaires (M)
de I’ecdysone (E).
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2.5.1. Effets de D’enalapril et le lisinopril sur la production des

ecdystéroides testiculaires :

Chez les témoins, le taux d’ecdystéroides testiculaires est de 31,84 + 1,25 pg équiv.
E/mg de tissu testiculaire, il est significativement diminué apres traitement des males avec
I’enalapril dés I’émergence nymphale ou il passe a 26,99 + 1,58 pg/mg alors que le lisinopril
n’enregistre aucun effet significatif en comparaison avec les témoins. La comparaison des

séries traitées entre elles enregistre une différence significative. (Tableau 23, Figure 24).

Tableau 23: Effet in vivo de I’enalapril (Sug/2ul) et du lisinopril (10pg/2ul) administrés par
application topique a I’émergence des chrysalides males sur les taux d’ecdysteroides

exprimés en pg équivalent E/mg de testicule chez les adultes d’E. kuehniella (m £ s; n=4).

Traitements Témoin Enalapril Lisinopril

Taux d’ecdystéroides
) ) 3184+125a | 26,99+158b | 3412+3,73a
testiculaires

H Temoin

35 7 | Enalapril

30 - M Lisinopril
25 4
20 -+
15

10

Taux d'ecdysteroides (pg équiv
E/mg de testicule)

Temoin Enalapril Lisinopril

Figure 24 : Effet in vivo de ’enalapril (Spug/2ul) et du lisinopril (10pg/2ul) administrés par
application topique a 1I’émergence des chrysalides males sur les taux des ecdysteroides
exprimés en pg équivalent E/mg de testicule chez les adultes d’E. kuehniella (Mm £ s; n= 4).

L’astérisque indique une différence significative par rapport aux témoins.




2. RESULTATS

2.5.2. Effets de I’enalapril et le lisinopril sur la production des
ecdystéroides ovariennes :

Chez les femelles les résultats montrent que 1’administration de I’enalapril et du
lisinopril a I’émergence des chrysalides n’affecte pas le taux d’ecdystéroides ovariens
exprimé en pg équivalent E/mg d’ovaire et la comparaison des séries traitées entre elles ne

présente pas une différence significative. (Tableau 24, Figure 25).

Tableau 24 : Effet in vivo de I’enalapril (Spug/2ul) et du lisinopril (10pg/2ul) administrés par
application topique a I’émergence des chrysalides femelles sur les taux des ecdysteroides

exprimés en pg équivalent E/mg d’ovaire chez les adultes d’E. kuehniella (m £ s; n=4).

Traitements Témoin Enalapril Lisinopril

Taux d’ecdystéroides
12,18+ 1,42 a 15,23+ 3,71 a 11,37+ 2,53 a

ovariens
20
H Control

2 18
: .
z 16 - | Enalapril
oo 14 M Lisinopril

v
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Figure 25 : Effet in vivo de I’enalapril (5ug/2ul) et du lisinopril (10ug/2ul) administrés par
application topique a I’émergence des chrysalides femelles sur les taux des ecdysteroides
exprimés en pg équivalent E/mg de tissu chez les adultes d’E. kuehniella (m £ s; n= 4).

L’astérisque indique une différence significative par rapport aux témoins.
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3. DISCUSSION

3.1. Effets sur la morphométrie des gonades :

Chez les lépidoptéres comme chez Ephestia kuehniella, 1’ovaire est méroistique
polytrophique (William, 1971). Le tractus genital féminin est strictement ectodermique, il se
développe a partir d’ébauches situées au niveau des sternites 7, 8 et 9 chez les larves du 6éme
stade. La différenciation de ses composants se réalise pendant la nymphose, alors que la
différentiation des ovarioles est précoce, elle s’effectue chez la larve du 2eme stade, ceux-ci
sont en effet distincts au sein du tissu interstitiel le 1’ovaire. Les follicules comprennent un
ovocyte surmonté de trophocytes. Grace a des liaisons cytoplasmiques, les trophocytes
fournissent a I’ovocyte un apport important de matériaux nutritifs pendant toute sa premiere
période de développement (Raabe, 1973).

D’apres les données acquises pendant notre expérimentation menée in vivo sur les males
et les femelles adultes d’E. kuehniella, nous avons constaté que 1’enalapril et le lisinopril
administrés par application topique a 1’émergence des chrysalides males et femelles réduisent
le poids frais des ovaires et le nombre d’ovocytes ainsi que la taille et le volume de I’ovocyte
basal. Ils réduisent également le poids frais et la taille des testicules. De ce fait, ces deux
molécules agissent pareillement sur la morphomeétrie des gonades chez les deux sexes. Ces
résultats peuvent s’expliquer par la perturbation de 1’ovogénése, la vitellogénése et la
spermatogénése (Seth et al., 2002; Dhadialla et al., 1998).

Des résultats similaires ont été rapportés avec de nombreuses molécules d’insecticides
et chez de nombreuses espéces. En effet, I’application topique d’un inhibiteur de I’enzyme de
conversion de 1’angiotensine le captopril, perturbe la croissance et le développement des
ovaires de Tenebrio molitor (Redjehimi-Bouteldja, 2006).

D’autre part Isaac et al. (2007) ont constaté que les inhibiteurs de I'ECA injectés aux
larves femelles de Manduca sexta (4°™ et 5°™ stades larvaires) ont ralenti la croissance
larvaire. Le lisinopril et le captopril ont réduit la croissance pendant 3 jours apres l'injection
chez cette méme espéce. De plus une étude menée par Isaac et al. (2006) sur Lacanobia
oleracea révéle que le lisinopril et le captopril affectent la durée d’oviposition ainsi que la
fécondité des femelles.

Dans le méme contexte, I’effet du halofénozide ou RH-0345 un agoniste des

ecdysteroides administré a E. kuehniella, révéle également son efficacité sur la biométrie des
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ovaires en réduisant le poids frais, la taille et le volume des ovocytes et des ceufs pondus
(Taibi, 2007). Des resultats similaires ont été obtenus avec le metoxyfénozide (RH-2485), un
autre mimétique de I’hormone de mue, testé sur des femelles d’E. kuehniella (Soltani-
Mazouni et al., 2010) et avec le chlorofluazuron, inhibiteur de la synthése de la chitine testé
sur les femelles de Spedoptera littoralis (Perveen & Miyta, 2000).

Un autre agoniste des ecdystréroides, le RH-5849, provoque une perturbation du
développement des ovaires chez les lépidopteres (Aller et Ramsay, 1988 ; Salem et al., 1997),
les coléoptéres (Wing & Ramsay, 1989) ou encore les diptéres (Smaggh & Degheele, 1992).
Des perturbations de la morphométrie des ovaires avec le RH-5849 et le tébufénozide (RH-
5992) sont également observées chez E. kuehniella (Khebbab et al., 2008), Plodia
interpunctella (Silhacek et al., 1990; Auzoux-Bordenave, 2005), S. littoralis (Smagghe &
Degheele, 1992) Spodoptera exempta (Smagghe &Degheele, 1994c); Mamestra brassicae et
Pieris brassicae (Darvas et al., 1992).

Le mécanisme d’action sur la reproduction n’est pas encore bien établi et I’impact sur
les males est peu ou pas abordé. Récemment, Bouzeraa & Soltani-Mazouni (2012) ont
compar¢ 1’activité de deux agonistes de I’hormone de mue (methoxyfenozide et tebufenozide)
administrés par application topique sur les chrysalides des deux sexes a la fois sur le
développement et divers parameétres de la reproduction chez E. kuehniella. Le
methoxyfenozide semble manifester des effets plus marqués sur la viabilité et la taille des
ceufs.

Il a été rapporté aussi que le RH-5992 induit une réduction du poids du testicules chez
E. kuehniella (Khebbab et al., 2008), réduit également la fertilité des males avec une chute du
nombre de spermatozoides eupyrenes chez Helicoverpa zea (Carpenter & Chandler, 1994),
Cydia pomonella (Sun & Barett, 1999), Argyrotaenia velutinana et Choristoneura rosaceana
(Sun et al., 2000).

3.2. Effet sur I’épaisseur du chorion :

Chez les insectes les enveloppes de I’ceuf (membrane vitelline et chorion) sont
syntheétisées par les cellules folliculaires a la fin de la vitellogénese (Telfer, 2009), elles jouent
un rdle important dans le maintient de l’espéce. En effet, elles assurent la protection
mécanique de I’ceuf, et les échanges respiratoires de 1’organisme en voie du développement

avec le milieu et elles empéchent également la déshydratation de 1’ceuf (Wigglesworth, 1965 ;

Lafont, 1994).
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La vitellogénése débutent chez E.kuehniella a 4 jours apres la mue nymphale, et la
choriogénése commence deux a six heures apres 1’exuviation adulte (Zimowska et al., 1995).
Dans certains cas chez les 1épidoptéres, la sécrétion de des enveloppes de I’ceuf nécessite
I’action conjointe de deux hormones, I’hormone de mue et 1’hormone juvénile (Cassier et al,.
1997 ; Kidikora et al., 2006).

D’aprés les données acquises pendant notre expérimentation, le traitement avec
I’enalapril et le lisinopril est sans effet sur 1’épaisseur du chorion. Ceci est en accord avec les
résultats obtenus avec le captopril chez T. molitor par Redjehimi-Bouteldja. (2006) et par
Hami. (2013) sur E. kuehniella aprés application du pyriproxyféne (un analogue de I’hormone
juvénile) a la DL50 seul et en combinaison avec le RH-2485.

D’autres expérimentations montrent que 1’administration du RH-5992 et du
RH-0345 réduit significativement 1’épaisseur du chorion des ovocytes basaux chez
E. kuehniella (Hami et al., 2005).

L’application du tébufénozide aux femelles adultes de Plodia interpunctella provoque
une dégénérescence des ovaires et du chorion aprés deux jours de traitement (Salem et al.,
1997).

D’aprés nos résultats sur 1’épaisseur du chorion aprés traitement des chrysalides d’E.
kuehniella par 1’enalapril et le lisinopril, on peut suggéerer une corrélation de la choriogénése

avec la production des ecdystéroides et la vittelogénése.

3.3. Effet sur le taux des metabolites :

La reproduction chez les insectes est conditionnée par des facteurs physiques et
trophiques au cours desquels une grande quantité d’énergie chimiques (protéines, lipides,
glucides) est transportée vers les gonades (Marangos et al., 1988).

Sur le plan fonctionnel, la vitellogénese est une phase d’accroissement ovocytaire. En
effet, elle commence par ’accumulation des trois types classiques de réserves vitellines:
lipides (triglycérides, lipoprotéines), glucides (glycogéne), protéines et sels minéraux (Cassier
et al., 1997). Les globules lipidiques paraissent élaborés a partir d'un matériel qui transite par
le réticulum puis I'appareil de Golgi. Il provient des corps gras via I’hémolymphe sous forme
de lipoproteéines, il représente une partie importante des réserves. Les glucides, représentent
¢galement 1’élément énergétique de 1’organisme jouant un réle essentiel dans la physiologie
des insectes (Casier et al, 1997). Les taux de glycogene et de tréhalose, dans les tissus et

I’hémolymphe, sont étroitement liés aux événements physiologiques comme la mue et la
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reproduction (Wiens & Gilbert, 1968). Enfin, les protéines qui sont nombreuses et variées,
sont classées comme suit:

- Vitellines, qui proviennent des vitellogénines présentes dans 1’hémolymphe et
produites par le corps gras. Ces vitellogénines sont captées par les ovocytes grace a des
récepteurs spécifiques présents sur leurs membranes sous I’effet de la JH (Harnish &
White,1982; Engelmann, 1983; Kunkel & Nordin, 1985). La vitellogénine représente 60 a
90% du vitellus chez la plupart des insectes.

- Protéines circulantes, qui sont captées de fagon non spécifique.

- Paravitellines parfois majoritaires qui sont des protéines sécrétées par les cellules
folliculaires.

- Protéines produites par les ovocytes et/ou les trophocytes (vitellogénése endogene).

Pour cette raison, nous avons dosé les principaux métabolites dans les testicules et les
ovaires afin de déterminer d’éventuelles variations dans leur métabolisme biochimique.
Selon les résultats, il est apparu que I’administration de 1’enalapril et le lisinopril entraine une
diminution significative du taux des glucides et des proteines testiculaires ce qui enregistre un
effet inhibiteur sur la constitution biochimique chez les males, par contre ils provoquent une
augmentation du taux des glucides et des protéines ovariens, cet effet stimulateur pourrait étre
du a des effets différés au cours de 1’ovogénese.

D’autre part aucun effet n’a été enregistré effet sur les taux en lipides testiculaires et
ovariens apres traitement par ces deux molécules.

Les résultats acquis par Soltani-Mazouni et al., (2007) révelent une réduction des taux
en glucides et protéines chez T. molitor apreés traitement des femelles par le captopril.

D’autres travaux ont déterminé apres traitement des femelles par le méthoxyfénozide
entraine une réduction des taux des glucides, protéines et lipides des ovaires d 'E kuehniella
(Soltani-Mazouni et al., 2012). Un autre agoniste des ecdystéroides, le RH-0345, entraine une
diminution des taux de glucides et lipides chez E. kuehniella et T. molitor (Taibi et al.,2003).
Khebbab et al. (2008) ont montré que 1’administration du RH-5992 aux chrysalides males et
femelles d’E. kuehniella réduit les taux de glucides et lipides testiculaires et ovariens. Une
diminution significative des différents métabolites ovariens (glucides, lipides et protéines) a
été enregistrée chez S. littoralis aprés traitement par le chlorfuozuron (Perveen, 2011)

L’activité du sperme a été prouvé par ces constituants biochimiques comme source

d’énergie, le liquide séminale également est riche en acides aminés, le glycogene et les
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phospholipides (Charniaux & Payen, 1988). La diminution de taux en protéines testiculaires
chez S.littoralis aprés traitement par le chlorfluazuron est expliquée par 1’accumulation des
protéines dans 1’hémolymphe, et I’interférence avec les mecanismes contrélant la

spermatogénése (Perveen, 2011), ce qui est en accord avec nos résultats.

3.4. Effets sur le taux des acides nucléiques :
Les étres vivants sont constitués de certaines biomolécules (acides nucléiques,
protéines) d’une complexité telle que ces molécules sont dotées de propriétés biologiques

notamment la reproduction (Bergeron & Regnault, 1980).

Chez insectes, I’épithélium folliculaire est le seul tissu synthétisant I’ADN (Schlottman
& Bonhag 1956 ; Ulmann 1973). Presque tout I’ARN stocké dans les ovocytes méroistiques,
dérive des cellules nourriciéres alors que le génome de I’ovocyte est inactivé (Berry, 1985).
Une ¢étude quantitative des synthéses d’ARN nucléaire, réalisée par comptage direct des
grains d’argent dans ’ovaire de T. molitor, révele au niveau du noyau de I’ovocyte un
maximum d’incorporation du précurseur vers la fin de la prévitellogénése et un minimum
pendant le dépdt du vitellus tandis qu’au niveau des cellules nourricieres, 1’intensité des
syntheses est maximale chez les animaux en fin de vitéllogénése (Chaminade & Laverdure
1976).

Chez les 1épidopteres et notamment chez E. kuehniella, le processus de la vitellogénése
se déroule durant le stade nymphal. Ainsi, a ’émergence des papillons, la vitellogénése est
terminée, également au moment de la maturité, les cellules germinales se transforment en
spermatozoides aprés un certains nombres de divisions successives : la mitose (divisions
cellulaires classiques) et la méiose qui divise par deux le nombre de chromosomes apres
réplications de ’ADN. Selon Ramaswamy & Cohen (1992), ’ARN messager joue un role
dans la synthése des protéines nécessaire a la formation des organites des spermatozoides tels
que les mitochondries. Plusieurs processus biologiques peuvent influer sur la quantité d’ARN
dans une cellule incluant les processus de détoxification ou de stress ainsi que les variations
des autres formes d’ARN.

Nos résultats montrent que le lisinopril stimule la synthese des acides nucléiques
testiculaires et ovariens. De plus 1’énélapril n’as pas d’effet sur I’ADN testiculaire mais
stimule la synthése des ARN testiculaire et des acides nucléiques ovariens.

Des résultats obtenus chez T. molitor indiquent que le captopril n’a pas d’effet

significatif sur le taux ovariens en ADN et ARN (Soltani-amazouni et al., 2007).
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Les travaux de Meskache et Soltani-Mazouni. (2013) enregistrent un effet traitement
hautement significatif sur la quantité d’ADN testiculaire chez les adultes d’E. kuehniella.
Celle-ci est réduite par le RH-5849, I’halofenozide et le RH-2485 contrairement au RH-5992
qui la stimule. Une augmentation du taux des acides nucléiques a été enregistrée par Soltani-
Mazouni & Hami. (2010) apres traitement des femelles d’E. Kuehniella par le RH-5992.

Le traitement avec d’autres agonistes des ecdystéroides le RH-0345, RH-5849 ainsi le
RH-5992 entraine une réduction du contenu ovarien en ADN chez T.molitor (Soltani-
Mazouni et al., 2001).

Dans une étude antérieure, Mitlin et al. (1977) ont montré que la diminution de
’activité sexuelle chez Anthonamus grandis résulte de 1’inhibition de la synthése d’ADN par
le diflubenzuron (DFB) un autre inhibiteur de la synthése de la chitine chez les femelles
adultes. Alors que Bendjeddou (1993) aprés traitement des femelles d’E. Kuehniella par le
flucycloxuron (FCX) un autre inhibiteur de la synthése de la chitine, constate une stimulation

de la synthése de I’ADN ovarien chez un Iépidoptere Ephestia kuehniella.

3.5. Effet sur les ecdystéroides :

Les ecdystéroides sont formés par les insectes a partir des stérols alimentaires, ils les
transforment apres ingestion en cholestérol. Ce dernier subit diverses oxydations et
hydroxylations pour fournir I’ecdysone qui sera a son tour convertie en 20E par I’enzyme
Ecdysone-20- monooxygénage (Feyereisen & Durst, 1978; Smith et al., 1979; Smith, 1985).

De nombreuses ¢études réalisées sur divers ordres d’insectes ont démontré I’implication
de D’ecdysone ainsi que certaines neurohormones dans le contrdle de la physiologie
reproductive (Barth et Lester, 1973 ; Koeppi et al., 1985 ; Hagedorne, 1985 ; raina et klun,
1984). Chez tous les Arthropodes, les ecdystéroides servent d’hormones de croissance voire
de régulateurs d’embryogencse, mais, ils servent aussi chez certains a synchroniser les
évenements liés a la reproduction. Plusieurs travaux ont été consacrés a la régulation
endocrine notamment chez les insectes. Ils montrent que les ecdystéroides jouent un role
majeur et sont présents a tous les stades de la vie de I’insecte.

Les ecdystéroides sont synthétisés dans les cellules folliculaires et les testicules et
jouent un role dans la vitellogenése, la spermatogénése et la réinitiation de la méiose.
(Riddiford, 1985, 1994 ; Romana et al., 1995). En effet, chez les femelles de Musca
domestica, des faibles doses d’ecdystéroides sont enregistrées a la pré-vitellogénese, suivie

par un pic au cours de la vitellogénése proprement dite, puis une diminution des taux est
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enregistrée a la post-vitellogénése pour la synthése du chorion (Adams et al., 1988). Ils sont
transférés a partir des ovaires maternels, sous forme conjuguée (ester de phosphate ou d’acide
gras). Ces conjugues, interprétés comme des formes de stockage, seraient ensuite hydrolysés
pour leur rendre leur forme active. chez le criquet, au cours du développement embryonnaire,
un pic d’ecdystéroides apres une douzaine d’heures d’oviposition semble jouer un role dans la
gastrulation (Lanot et al., 1989). En revanche, il a ét¢é démontré qu’un niveau élevé
d’ecdystéroides est nécessaire a 1’¢longation de la bande germinative par stimulation des
mitoses (Kozlova & Thummel, 2003 ; Lanot et al., 1989; Kidokoro et al., 2006) .

Les résultats obtenus chez E. kuehniella montrent que seul ’enalapril réduit trés
significativement le taux des ecdystéroides testiculaires, tandis que 1’administration du
lisinopril et I’enalapril n’a aucun effet sur le taux des écdysteroides ovariens.

L’analyse quantitative des ecdysteroides au cours du stade nymphale aprés traitement
des chrysalides femelles d’E. kuehniella par le lisinopril révéle une diminution significative
dans le 3°™ jour (Kirane-Amrani & Solani-Mzouni, 2012). Une diminution du taux des
ecdystéroides ovariens a été enregistrée par Issac et al. (2006) apres traitements des femelles
de S. littoralis par le lisinopril. D’autre part Vercruysse et al. (2004) ont démontré que
I’administration du captopril aux chrysalides de S. littoralis exerce un effet inhibiteur sur le
taux des ecdysteroides au cours du stade nymphal chez les femelles, alors qu’aucun effet n’a
été signalé chez les males.

Plusieurs études récentes marquent la présence des interactions réciproques entre
I’enzyme de conversion de 1’angiotensine et la production des ecdystréoides (Loeb et al.,
1998; Quan et al., 2001; Vandingenen et al., 2001; Siviter et al., 2002). De plus Loeb et al.
(1998) montre que la stimulation de la synthése des ecdystéroides par I’ACE peut étre due a
des effets feedback. Ces expériences ont montré que les deux ACE bovine et I'angiotensine |1

bovine stimulent la synthese des ecdystéroides par les testicules chez Lymantria dispart
au cours du stade nymphale.

D’autres résultats obtenus par Soltani-Mazouni et al. (2010) montrent que le traitement
des femelles d’E. kuehniella par le RH-2485 augmente le taux des ecdystéroides ovariens.
Des résultats similaires ont été enregistrés par Hami et al. (2005) apres traitement des
chrysalides femelles d’E. kuehniella par le RH-0345.

La concentration des hormones chez les insectes peut étre modifiée par des

interférences avec la biosynthese des hormones, de la transformation et de la dégradation.
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Plusieurs facteurs, des hormones et des peptides, peuvent influencer la biosynthése des
ecdystéroides (Lafont et al. 2005).
D’aprés notre expérimentation 1’enalapril semble inhiber la production des

ecdytséroides testiculaires.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

La présence de I’enzyme de conversion de I’angiotensine (ACE) chez les vertébrées et
les invertébrés, la conversation de sa structure et ces differentes fonctions dans
I’osmorégulation, la modulation du processus de mémorisation conférent a cette enzyme

multifonctionnelle sa conservation dans I’évolution.

Dans les présentes expérimentations nous sommes intéressés a I’efficacité de 1’enalapril
et du lisinopriol, des inhibiteurs de I’enzyme de conversion de 1’angiotensine, les molécules
ont été évalués, en application topique, sur des chrysalides nouvellement exuviées sur
quelques paramétres de la reproduction d’un ravageur des stockées de farine, Ephestia

kuehniella durant la vie adulte ou les gonades sont fonctionnelles.

Leurs impacts sont étudiés sur la morphométrie des testicules (poids et taille des
testicules), des ovaires (poids de I’ovaire, nombre d’ovocyte par pair d’ovaire et la taille de
I’ovocyte basal), la cytologie des ovaires et la biochimie des gonades (contenu en proteines:
Bradford, 1976 ; glucides: Duchateau et Florkin, 1959, lipides: Goldsworthy et al, 1972
acides nucléiques: Schneider, 1957) mais aussi la production des ecdystéroides.

L’enalapril et le lisinopril perturbent la spermatogénése, 1’ovogénése ainsi que la
vitellogénese en provoquant :

- Une diminution de la taille des testicules.

- Une diminution du nombre d’ovocytes et la taille de I’ovocyte basal.

- Une diminution du contenu des différents métabolites (glucides, protéines)

testiculaires.
- Une augmentation du des différents métabolites (glucides, protéines) ovariens.
- Une accumulation des acides nucléiques ovariens et testiculaires
L’effet de 1’enalapril a été parqué également sur le taux des ecystéroides testiculaires ou

il a été enregistré une diminution significative par rapport aux témoins.

Il serait intéressant de compléter ce travail par une évaluation de ces molécules sur :
- Une étude le développement de cette méme espece
- Le potentiel reproducteur des femelles en traitant les méles
- Une étude ultrastructurale des gonades

- Une analyse qualitative et quantitative des protéines ovariennes et testiculaires.
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Le peu de travaux réalisés sur le role de I’enzyme de conversion de I’angiotensine dans
le développement nous a conduit a réaliser cette étude dans le but d’inhiber cette enzyme par
I’enalapril et le lisinopril des médicaments souvent utilisé dans le traitement de la tension
artérielle chez les mammiféres, vue I’existence de cette enzyme chez les insectes nos
expérimentations consistent a étudier le mode d’action des inhibiteurs de I’ ACE afin de mieux
connaitre leurs effets sur les series témoins et traitées.

L’enalapril et le lisinopril ont ét¢ administrés par application topique, a 1’émergence
des chrysalides males et femelles d’un ravageur des denrées stockées E. kuehniella
(Lépidoptere) nouvellement exuviées respectivement aux doses de 5ug et 10ug/2ul
d'acétone. Nos expérimentations mettent en évidence I’action de ces médicaments sur
plusieurs parameétres de la reproduction :

L’étude morphométrique des gonades chez les males et les femelles traités par
I’enalapril et le lisinopril, révéle une perturbation de la croissance des testicules et ovaires
d’E. kuehniella. IIs réduisent le poids et la taille des gonades, le nombre d’ovocyte par pair
d’ovaire, le volume de I’ovocyte basal au cours de la maturation sexuelle. Ces anomalies
morphométriques des gonades induites par [’enalapril et le lisinopril ont affectés la
reproduction de I’espéce. De plus les deux molécules n’ont aucun effet sur I’épaisseur du
chorion.

L’étude biochimique des gonades d’E. kuehniella révele une inhibition des principaux
métabolites (glucides, protéines) testiculaires, une accumulation significative des acides
nucléiques testiculaires, glucides, protéines et acides nucléiques ovariens.

L’analyse quantitative des ecdystéroides dans les gonades révele que 1’enalapril inhibe
la synthése des écdysteroides testiculaires par rapport aux témoins. Tandis que la production

des écdysteroides ovariens n’a pas €té affectée par les deux molécules.

Mots clés: E. kuehniella, enalapril, lisinopril, reproduction.
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ABSTRACT

Few works realised on the role of enzyme of conversion of angiotensin (ACE) in the
development take us to realise this study with an aim of inhibiting this enzyme by the captoril
a drug often to use in treatment of blood pressure in the mammals, for the existence of this
enzyme in insects our experiments are to study the mode of action of ACE inhibitors to better

know their effects on control and treated series.

The enalapril and lisinopril are carried out by topical administration to new pupae of
stored product insect pests Ephestia kuehniella (Lepidoptera, pyralidae), they were used
respectively at 5pg and 10 pg/2ul of acetone.

Our experiments highlight the action of this drug on several aspects of the reproduction:

The morphometric study of the gonads in males and females treated with enalapril and
lisinopril indicates disruption of the growth of the testes and ovaries of E. kuehniella. They
reduce the weight and size of the gonads, the number of oocyte, the volume of the oocyte
basal during the sexual maturation. These morphometric abnormalities of gonads induced by
enalapril and lisinopril have affected the reproduction of the species. In addition both

molecules have no effect on the thickness of the chorion.

The biochemical study of the gonads of E. kuehniella reveal inhibition of the major
testicular metabolites (carbohydrates, proteins), a significant accumulation of testicular

nucleic acids, carbohydrates, proteins and ovarian nucleic acids.

Quantitative analysis of ecdysteroids in gonads found that enalapril inhibits the
synthesis of testicular ecdysteroids compared to controls. While the production of ovarian

ecdysteroids was not affected by the two molecules.

Key words: E. kuehniella, enalapril, lisinopril, reproduction.
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Abstract

In mammals, the angiotensin converting enzyme (ACE) is a metallopeptidase
associated with the regulation of blood pressure. It was found in several species of insects
belonging to different orders and shown that this enzyme stimulates the synthesis of
molting hormone (ecdysteroids) and inhibits the action of testicular ecdysiotropine. The
Mediterranean flour moth, Ephestia kuehniella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae), is a
cosmopolitan pest of stored products. In the present study we evaluate the effects of two
ACE inhibitors, enalapril and lisinopril, on biochemical composition (carbohydrates,
proteins, lipids, ARN, ADN) and ecdysteroid amounts in E. kuehniella gonads from newly
emerged adults after topical treatment of pupae. Enalapril and lisinopril were applied
topically (5 and 10 ug/insect respectively) on newly moulted male and females pupae of E.
kuehniella. The results show that enalapril and lisinopril decreased (p< (0.05) the testicular
amounts of carbohydrates and proteins, and increased the ovarian amounts of
carbohydrates, proteins. No significant difference was recorded on the testicular and
ovarian lipid contents as compared to controls. Lastly, treatment was found to increase the
amounts of ARN, ADN in both ovaries and testes. In the second series of experiment,
enzyme immunoassay measurements of ecdysteroids were made in gonads from newly
emerged adults after pupal treatment. Only enalapril was found to affect significantly (p<
0.05) the ecdysteroid amounts in testicles.

Keywords: Ephestia kuehniella, Gonads, Enalapril, Lisinopril, Carbohydrates, Lipids,
Proteins, ARN, ADN, Ecdysteroids.

1. Introduction
Angiotensin-converting enzyme (ACE) is a zinc metallopeptidase fonctionning primarily as a
dipeptidylcarboxypeptide (Marcous et al., 2004). In mammals, ACE is involved in the homeostatic
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regulation of blood pressure and electrolyte balance and is strongly linked with a number of
cardiovascular and renal diseases (Shen et al., 2008). Moreover, it is well known that this enzyme is
involved in the renin-angiotensin system through the conversion of angiotensin I to angiotensin II, a
potent vasoconstrictor, and in the metabolic inactivation of bradykinin a vasodilatory peptide (Corvol
et al., 2004). To date, synthetic ACE inhibitors like enalapril, lisinopril and captopril are widely used
as antihypertensive drugs (Cushman et al., 1977, 1979). More recently, insect cell extracts were found
to exhibit in vive antihypertensive activity without an extra digestion requirement (Staljanssens et al.
2011). Since the discovery of an ACE in Musca domestica, ACE-like activity has been detected in
several insect species from different orders (Wijtfels et al., 1996; Williams et al., 1996; Fernandez et
al., 2001; Lemeire et al., 2007). Therefore, inhibiting ACE activity is expected to interfere with the
peptidergic endocrine system and to have detrimental effects on growth, development and reproduction
(Issac et al., 2007).

The Mediterranean tlour moth, Ephestia kuehniella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae), is a serious
worlfwide pest of flour mills (Caspari and Gottlieb 1975). Recently, E. kuehniella has been used as a
model target lepidopteran to investigate normal development (El QOuar et al., 2010, Yezli-Touiker &
Soltani-Mazouni, 2011). As a consequence, these data provide a strong basis to investigate the
potential effect of these compounds on development and reproduction of pest insects, particularly
Lepidoptera. In Tenebrio molitor, we have shown that this compound affected the morphometric
measurements of ovary and no significant effect was observed on both thickness and fine structure of
chorion (Soltani-Mazouni et al., 2007). More recently, Kirane-Amrani and Soltani-Mazouni (2012)
tested enalapril, lisinopril and captopril in E. kuehniella pupae and showed that only lisinopril reduced
significantly the ecdysteroid contents in whole body extracts at day 3. In order to complete these
findings, the present study was designed to evaluate the impact of enalapril and lisinopril applied
topically on newly ecdysed pupae of E. kuehniella on carbohydrates, lipids, nucleic acids and
ecdysteroid amounts of ovaries and testicles from newly emerged adults.

2. Materials and Methods

2.1. Experimental Animals

Ephestia kuehniella was reared on wheat flour at 27°C and 80% relative humidity in almost continuous
darkness Soltani-Mazouni et al. (2012). Newly moulted pupae were collected from a stock colony and
sexed using characters described previously Butt & Cantu (1962).

2.2, Chemicals and Treatments

The ACE inhibitors were enalapril and lisinopril (courtesy of Pr. G. Smagghe, Ghent University,
Belgium). Enalapril was purchased from Sigma (Bornem, Belgium) and lisinopril was provided by
Merck & Co. Inc. (Whitehouse Station, NJ). The compounds (enalapril 5 and lisinopril 10 pg/pupa)
were applied topically to newly moulted male and female pupae (< 8 h) on the abdominal sternites with
the use of a Gilson automatic micropipette. In the controls, pupae were dosed with 2 pul of acetone.
From the start of the experiment, the pupae were examined daily for aberrations and survival until
adult emergence.

2.3. Biochemical Composition of Gonads

As described above, newly moulted pupae were topically treated. Subsequently, newly emerged adults
were collected and testicles and ovaries removed. Each gonad was homogenized in trichloroacetic acid
(20%, w/v) and carbohydrates, lipids and proteins were extracted from testicles and ovaries according
to Shibko et al. (1966) and the amounts of the principal components (carbohydrates, proteins, lipids)
determined as described previously (Soltani-Mazouni et al., 2012). The quantification of the amounts
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was performed based on the anthrone procedure of Duchateau and Florkin (1959), of total proteins
based on Bradford (1976), and of lipids based on the vanillin method of Goldsworthy et al. (1972).
DNA and RNA were extracted (Soltani-Mazouni and Soltani, 1994). Then DNA was determined
following Schneider (1957) and RNA according to Burton (1956).

2.4. Enzyme Immunoassay of Ecdysteroids

Newly emerged adults were collected from control and treated series. Testicles and ovaries were
dissected and individually extracted with 500 pl of methanol by sonication, and after centrifugation
(5000 g, 10 min), the supernatants were taken and evaporated. Then the extracts were suitably
resuspended in phosphate buffer (0.1 M; pH 7.4) and each individual sample was analyzed in duplicate
by an enzyme immunoassay (EIA) as previously described (Soltani-Mazouni et al., 2012) using
pyroxydase as an enzymatic tracer and tetramethyl benzidine as a color reagent. The ecdysteroid
antiserum (polyclonal antibody) used was 7 times more sensitive to ecdysone (E) than to 20-
hydroxyecdysone (De Reggi et al, 1992). Data are expressed as pg ecdysone equivalents per mg of
tissue (pg equivalent E/mg).

2.5. Statistics Analysis

Results are expressed as means + standard deviation (SD). The data were subjected to one way analysis
of variance (ANOVA) and treated series were separated by Tukey‘s test. Comparison of mean values
was made by Student’s r-test. All statistical analyses were performed using MINITAB Software
(Version 16, PA State College, USA) and p< (.05 was considered to be a statistically significant
difference). The number of insects tested per series and the repeats were given with the results.

3. Results
3.1. Effect on Carbohydrate, Lipid and Protein Amounts of Gonads

The compounds were tested in vivo by topical application on newly molted male and female pupae.
Quantitative evaluation of the main biochemical components was determined in each gonad from
newly emerged adults (Tables 1 & 2). Results showed that enalapril and lisinopril reduced significantly
the testicular contents of carbohydrates (p < 0.05), proteins (p < (0.01) (Table 1). However, they are no
significant (p = ().2) effect on lipids amounts. One way ANOVA shows significant (p = 0.01) effects of
treatment on carbohydrates amounts (F = 11.16, df = 2, 9) and a significant (p = 0.000) effects
treatment on proteins amounts (F = 262.67, df = 2, 9).

Table 1:  Effect of enalapril (5 pg/insect) and lisinopril (10 pg/insect) applied topically on newly molted male
pupae of Ephestia kuehniella on testicular amounts of carbohydrates, lipids and proteins (means +
SD, n = 4; for each component, values followed by the same letter are not significantly different at p

> 0.05)
. Testicular amounts (ug/mg tissue)

Treatment Carbohydrates Lipids Proteins
Control 48.23+436a 1854 +0.33a 5540+242a
Enalapril 31.19+6.65b 1725+ 1. 16 a 26.23+095b
Lisinopril 32.17+£3.25b 1428 £ 1.88 a 3819188 ¢

Topical application of enalapril and lisinopril on newly molted female pupae caused a
significant increase on the ovarian amounts of carbohydrates (p < 0.05), proteins (p < 0.01) (Table 2).
However, there was no significant effect (p> 0.05) of treatments on lipid amounts. One way ANOVA
revealed a significant (p = 0.003) effects of treatment on carbohydrates amounts (F = 17.55, df = 2, 9)
and a significant (p = (0.002) effects of treatment on proteins amounts (F = 19.87, df =2, 9).
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Table 2:  Effect of enalapril and lisinopril on amounts of carbohydrates, lipids and proteins in ovaries from
newly emerged adults of Ephestia kuehniella after treatment of female pupae (means + SD, n = 4;
for each component, values followed by the same letter are not significantly different at p > 0.05).

. Ovarian amounts ( pg/mg)

Treatment Carbohydrates Lipids Proteins
Control 11.68 £ 1.81a 1237+£1.90a 791+1.11a
Enalapril 23.16+£297b 1261 £0.55a 1525 +2.44b
Lisinopril 1693+ 1.19b 1296 + 0.44 a 14.89+0.76 b

3.2. Effect on Nucleic Acid Amounts of Gonads

Concerning the nucleic acid amounts, the two compounds caused a significant (p = 0.001) increase in
both amounts of RNA in testicles (F = 85.89, df = 2, 9) (Table 3), amounts of RNA (p = 0.000, F =
4742, df = 2, 9) and DNA (p< 0.05) in ovaries (Table 4). Only lisinopril was found to increase
significantly (F=31.32; df = 2, 9; p=0.001) the testicular DNA amount (Table 3).

Table 3:  Effect of enalapril and lisinopril on nucleic acid amounts in ftesticles from newly emerged adults of
Ephestia kuehniella after treatment of male pupae (means + SD, n = 4; for each nucleic acid, values
followed by the same letter are not significantly different at p > 0.05)
Testicular amounts {pg/mg tissue)
Treatment RNA He/mg DNA
Control 34230+ 1450 a 650.40 £4520 a
Enalapril 42790 £24.00b 682.30+£2220a
Lisinopril 556.60 £ 2090 ¢ §57.00+32.10b
Table 4:  Effect of enalapril and lisinopril on nucleic acid amounts in ovaries from newly emerged adults of
Ephestia kuehniella after treatment of female pupae (means + SD, n = 4; for each nucleic acid,
values followed by the same letter are not significantly different at p > 0.05)
Ovarian amounts (ug/mg tissue)
Treatment RNA DNA
Control 107.51+1.18 a 16878+ 1.18 a
Enalapril 15248 £5.26 b 282.50 +39.60 b
Lisinopril 12799+ 8.17 ¢ 244.80 £ 27.50 b

3.3. Effect on Ecdysteroid Amounts of Gonads

Enzyme immunoassay measurements of ecdysteroids were made on gonads dissected from newly
emerged adults after treatment of pupae. Results showed that only enalapril reduced (p = 0.001)
significantly the testicular hormonal amounts. There was no effect on the rate of ovarian amount of
ecdysteroids after treatment by enalapril and lisinopril (Fig. 1).
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Figure 1: Effect of enalapril and lisinopril on ecdysteroid amounts (pg E equivalent/mg of tissue) in testicles
(A) and ovaries (B) from newly emerged adults of Ephesria kuehniella after treatment of pupae
(means + SD, n = 4; values followed by the same letter are not significantly different at p > 0.05).
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4. Discussion
Mammalian angiotensin converting enzyme plays an important role in blood pressure regulation. It
activates angiotensin I by converting it into the vasoconstrictive peptide angiotensin Il and deactivates
the vasodilator, bradykinin I, resulting in an increase in blood pressure (Erdos and Skidgel, 1987). On
the other hand some of the beneficial effects of ACE like enalapril and lisinopril occur independently
of the ability of this drug to reduce arterial blood pressure. The beneficial effects of ACE inhibitors
were thought to be primarily due to the inhibition of angiotensin II formation. The prevalence of insect
ACE in hemolymph (Macours et al., 2003; Ekbote et al., 2003, Lemeire et al., 2008), together with its
broad in vitro substrate specificity suggests a role in the processing of neuropeptides and peptide
hormones (Isaac et al., 2000). Recently, in Drosophila melanogaster crystal structures, an ACE
homologue, complex with a natural product-phosphonotripeptide K-26 (Akif et al., 2010) or with novel
inhibitors and hypertensive drugs (Akif et al., 2011) were presented, and loss of ACE-related peptidase
was reported to disrupt night-time sleep in adults (Carhan et al., 2011). Loeb et al. (1998) show that
bovine ACE and bovine angiotensin II elicit synthesis of ecdysteroid by testes and inhibit the action of
testis ecdysiotropin in Lymantria dispar. Kirane-Amrani and Soltani-Mazouni (2012) reported that
enalapril, lisinopril and captopril applied topically on newly ecdysed E. kuehniella pupae reduced
significantly the ecdysteroid contents in whole body extracts at day 3.

In this study we evaluate the effect of ACE inhibitors applied topically on reproduction of E.
kuehniella an important pest in stored products worldwide. In addition, we report the effect of ACE



Effect of Two Inhibitors of the Angiotensin Converting Enzyme in the Mediterranean
Flour Moth: Biochemical Composition and Ecdvteroid Amount of Gonads 191

inhibitors on biochemical composition and ecdysteroid amount of gonads. In Lepidoptera especially in E.
kuehniella the process of vitellogenesis (Telfer et al., 2009) and spermatogenesis (Perveen, 2011) take
place during the pupal stage. The intermediary metabolism is directly involved in several physiological
processes (growth, immunity, molt, reproduction and sexual maturation) which require a quantitative and
qualitative contribution of various metabolites namely proteins, carbohydrates and lipids.

Proteins play an important role in the formation of gametes (Borsa and Millet, 1992).
Carbohydrates are used in the development of genital products. Lipids are also an important energy
source in insects; they have also a very important role in vitellogenesis and prostaglandin synthesis
(Stanley-Samuelson et al., 1996). Biochemical analyses made at the end of the vitellogenesis process
(i.e. at adult emergence), showed that enalapril and lisinopril applied prealably on newly molted pupae
exerted an inhibitory effect on both carbohydrates, proteins amounts of testicles and a significantly
increase on testicular contents of DNA and RNA, also they induced a significantly increase on ovarian
contents of carbohydrates, proteins, DNA and RNA. It has been reported that captopril applied
topically on newly emerged adult females of T. molitor reduced significantly both carbohydrate, lipid,
protein and RNA amounts of ovaries (Soltani-Mazouni et al., 2007). The biochemical modifications
obtained in our current study with E. kuehniella suggest an interference with the reproductive events
probably via the vitellogenesis process and/or its endocrine regulation. This is supported by the
reduction of vitellogenin titers in Neobellieria bullata (Diptera: Sacrophagidae) (Vandingenen et al.,
2001) and altered oviposition in Spedeptera littoralis (Lepidoptera: Noctuidae) (Vercruysse et al.,
2004). The activity of sperm is provided by these biochemical constituents as source of energy and the
seminal fluid is rich in amino acids, glycogen and phospholipids (Charniaux and Payen, 1988). The
decrease in testis protein contents in chlorfluazuron-treated males of S. litforalis may have several
causes, such as lack of protein in the haemolymph of the males, and/or interference with the
mechanism controlling spermatogenesis (Perveen, 2011). This agrees with our results.

Ecdysteroids are synthesized by the follicle cells in the ovaries and are available to develop
embryos and pre-hatching larvae (Lafont et al., 2005). In this study, enalapril was found to decrease the
amounts of ecdysteroids in testes of adult males from treated pupae of E. kuehniella, however, there
was no effect on the rate of ovarian amount of ecdysteroids after treatment by enalapril and lisinopril.
Kirane-Amrani and Soltani-Mazouni (2012) showed that lisinopril induced a significant decrease at 3
days on the whole body content of ecdysteroids. Vercruysse et al. (2004) also reported that the
captopril treatment exerted an inhibitory effect on ecdysteroid levels in female but not in male adults of
S. lintoralis. ACE is not only thought to have a role during metamorphosis. Several studies suggest a
physiological role for the enzyme in insect reproduction. When males of Anopheles stephensi
mosquitoes were treated with ACE-inhibitors and allowed to mate with blood fed females, a drastic
reduction in fecundity was observed (Isaac et al., 1999) probably via an interference on
spermatogenesis or oogenesis processes. Similarly, when A. stephensi females were fed with a blood
meal containing either captopril or lisinopril, a reduction in fecundity in a dose-dependent manner was
observed (Ekbote et al., 2003).

5. Conclusion

The overall results demonstrate that both of enalapril and lisinopril applied on newly moulted male and
female pupae of E. kuehniella affect the amounts of ovarian and testicular biochemical constituents,
except the lipid levels. Moreover, only testicular ecdysteroid amounts were affected by enalapril. This
finding suggests an interference with the reproductive events probably via the spermatogenesis.
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